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Introducción: La Diabetes Mellitus tipo 2 (DMT2) es una patología crónica en la 
que la modificación de los hábitos de vida, particularmente los relacionados con la 
dieta, siguen siendo el pilar fundamental del tratamiento. El consumo de compuestos 
bioactivos de origen natural ha demostrado ser una estrategia nutricional efectiva para 
conseguir un mejor control glucémico y lipémico, lo que minimiza el impacto de la 
DMT2, su progresión y sus complicaciones en la salud. 
El algarrobo (Ceratonia siliqua, L.) es un árbol de la familia de las fabáceas muy 
extendido en la zona Mediterránea, cuyo fruto ha demostrado tener numerosas 
aplicaciones tecnológicas y propiedades nutricionales y beneficiosas interesantes. De 
hecho, existe evidencia científica que relaciona su consumo con una mejora de las 
enfermedades crónico-degenerativas más prevalentes, como es el caso de DMT2. 
Estas mejoras se deben fundamentalmente a su alto contenido en fibra y 
proantocianidinas (PACs) responsables de sus efectos antioxidantes, 
anticancerígenos, hipolipemiantes y antidiabéticos.  
Objetivo: Evaluar la eficacia de un extracto de algarroba (CFE, de sus siglas en 
inglés Carob Fruit Extract) como ingrediente funcional para formular productos 
cárnicos con propiedades antidiabéticas, así como caracterizar sus efectos sobre 
marcadores de la DMT2 y los principales mecanismos responsables de los mismos. 
Material y métodos: Para responder al objetivo principal de la presente Tesis 
Doctoral se han llevado a cabo diferentes experimentos en ratas Wistar. El primero de 
ellos en animales jóvenes y sanos, para verificar los efectos del CFE sobre la digestión 
y absorción de hidratos de carbono y grasas. Posteriormente, se han empleado dos 
modelos de DMT2, que corresponden a los estadios inicial y avanzado de la patología, 
en los que se evalúan los efectos beneficiosos del consumo crónico de un cárnico 
funcional enriquecido en CFE. 
Resultados: El CFE redujo la digestión y absorción de los hidratos de carbono y 
las grasas, al inhibir de forma dosis-dependiente la actividad de las enzimas α-
glucosidasa (actividad maltasa) y lipasa pancreática; incrementar la excreción de 
macronutrientes en heces y reducir la expresión génica de transportadores clave como 
el SGLT1, responsable de la absorción de glucosa. Además, presentó una adecuada 
viabilidad tecnológica al emplearse en sistemas basados en emulsiones, manteniendo 
sus propiedades antioxidantes e inhibitorias de la lipasa pancreática. El consumo de 
un cárnico conteniendo CFE en el estadio inicial de la DMT2 preservó la sensibilidad a 
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la insulina en el hígado a través de la vía de señalización InsR/IRS/PI3K/AKT, lo que 
se tradujo en una menor hiperinsulinemia y dislipemia diabética. En cambio, su 
eficacia antidiabética en un estadio tardío de la patología está condicionado a si se 
consume de forma preventiva o terapéutica. El consumo del cárnico funcional de forma 
preventiva evitó la progresión de la patología, mostrando una mayor funcionalidad 
pancreática y sensibilidad a la insulina en el hígado, menor dislipemia y esteatosis 
hepática; y menor disbiosis, estrés oxidativo y permeabilidad colónica. En cambio, su 
consumo como tratamiento terapéutico revirtió y ralentizó la progresión de la patología 
al mantener una mayor sensibilidad hepática a la insulina, menor disfunción 
pancreática y esteatosis hepática, y mejor estatus antioxidante colónico.  
Conclusión: El consumo del cárnico enriquecido en CFE ejerce un efecto 
antidiabético multidiana, reduciendo la glucemia y la lipemia, protegiendo la 
funcionalidad del páncreas y el hígado, mejorando el estatus antioxidante, la disbiosis 
y la integridad de la barrera colónica; aspectos que sugieren ampliamente que se trata 
de un alimento que mejora funcionalidades a nivel colónico, hepático y pancreático; y 





Introduction: Type 2 Diabetes Mellitus (T2DM) is a chronic pathology in which 
lifestyle habit modification, particularly those related to diet, continue to be the 
fundamental pillar of treatment. The consumption of natural origin bioactive compounds 
has proven to be an effective nutritional strategy to achieve better glycemic and lipemic 
control, which minimizes the impact of T2DM and its health complications. 
The carob tree (Ceratonia siliqua, L.) is a tree in the Fabaceae family that is 
widespread in the Mediterranean area, whose fruit has shown numerous technological 
and nutritional applications. In fact, there is scientific evidence that links its 
consumption, to an improvement in the most prevalent chronic-degenerative diseases 
in developed countries, such as T2DM. These improvements are mainly due to its high 
content of fiber and proanthocyanidins (PACs) responsible its antioxidant, anticancer, 
lipid-lowering, and antidiabetic effects. 
Objective: To evaluate the efficacy of a Carob Fruit Extract (CFE) as a functional 
ingredient to formulate meat products with antidiabetic properties, as well as to 
characterize its effects on T2DM markers and the main mechanisms responsible for 
them. 
Materials and methods: To respond to the main objective of this Doctoral Thesis, 
different experiments have been carried out on Wistar rats. The first of them was 
carried out in young and healthy animals, to verify the CFE effects on the digestion and 
absorption of carbohydrates and fats. Subsequently, two models of T2DM were used, 
corresponding to the initial and late-stages of the disease, in which the beneficial 
effects of chronic consumption of CFE-enriched meat were evaluated. 
Results: CFE consumption reduced the digestion and absorption of carbohydrates 
and fats, by inhibiting in a dose-dependent manner the activity of the α-glucosidase 
(maltase activity) and pancreatic lipase enzymes; increase macronutrient fecal 
excretion and reduce the gene expression of key transporters such as SGLT1. In 
addition, it presented adequate technological viability when used in emulsion-based 
systems, maintaining its antioxidant and inhibitory pancreatic lipase properties. The 
consumption of CFE-enriched meat in early-stage T2DM as a preventive strategy 
maintains insulin sensitivity in the liver through the InsR/IRS/PI3K/AKT signaling 
pathway, which translates into lower hyperinsulinemia and diabetic dyslipidemia. On 
the other hand, its antidiabetic efficacy in a late stage T2DM is conditioned to whether it 
is consumed preventively or therapeutically. The preventive consumption of CFE-
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enriched meat blocked the progression of the pathology, showing greater pancreatic 
functionality and insulin sensitivity in the liver, less dyslipidemia, and hepatic steatosis, 
as well as less dysbiosis, oxidative stress, and colonic permeability. On the other hand, 
its use as a therapeutic treatment reversed and slowed down the progression of the 
pathology by maintaining greater hepatic sensitivity to insulin, less pancreatic 
dysfunction and hepatic steatosis, and better colonic antioxidant status. 
Conclusion: The consumption of CFE-enriched meat exerts a multi-target 
antidiabetic effect, reducing glycemia and lipemia, protecting the functionality of the 
pancreas and liver, and improving the antioxidant status, dysbiosis, and the integrity of 
the colonic barrier, aspects widely suggest that CFE-enriched meat improves 
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 I. INTRODUCCIÓN 
1. Diabetes Mellitus 
La Diabetes Mellitus (DM) es una patología crónica caracterizada por niveles 
elevados de glucosa en sangre como consecuencia de una producción insuficiente de 
insulina, o como señala la Federación Internacional de Diabetes (IDF por sus siglas en 
inglés, International Diabetes Federation), por deficiencias en el mecanismo de 
transducción de señales de dicha hormona en los tejidos diana (IDF, 2019). La DM es 
una de las diez principales causas de muerte a nivel mundial, considerándose una de 
las mayores emergencias sanitarias del siglo XXI (Zimmet y cols., 2016). Se calcula 
que aproximadamente 4,2 millones de adultos de entre 20 y 79 años han fallecido 
como resultado de la diabetes y sus complicaciones en 2019. Su elevada prevalencia 
estima que 463 millones de personas en todo el mundo, o el 9,3% de los adultos de 20 
a 79 años, padecen DM, lo cual supone un gran riesgo sanitario. Además, las 
estadísticas sugieren que los datos van a continuar aumentando con el paso de los 
años, ya que se prevé que la cantidad total aumente hasta 578 millones (+10,2%) para 
2030 y hasta 700 millones (+10,9%) para 2045 (Figura 1). A pesar de que estos datos 
son abrumadores, la IDF estima que aproximadamente el 50% de las personas con 
DM no están diagnosticadas (IDF, 2019). 
 
Figura 1. Prevalencia de adultos (20-79 años) con Diabetes a nivel mundial en 2019. 
Los porcentajes son indicativos del aumento de la prevalencia estimado para el año 2045. 
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Teniendo en cuenta las cifras anteriormente descritas, es importante destacar que 
la Diabetes Mellitus tipo 2 (DMT2) es la principal causante de la epidemia de DM a 
nivel mundial, representando aproximadamente el 90% de los casos de DM en todo el 
mundo (IDF, 2019). Esta patología se asocia con hábitos de vida sedentarios y una 
alimentación poco saludable, lo que ha originado un incremento exponencial de su 
prevalencia en los países más desarrollados. Sin embargo, la IDF pone el foco en 
todos aquelos países que han visto mejorada su economía de forma reciente, donde la 
transición nutricional puede contribuir a un mayor aumento de la prevalencia (Figura 
1). 
1.1. Concepto y clasificación de la Diabetes Mellitus 
A finales de noviembre de 1964, en un intento de lograr un consenso internacional 
sobre una clasificación de la DM, se elaboró el primer informe del Comité de Expertos 
de la Organización Mundial de la Salud (OMS) sobre la DM (McDonald y cols., 1965). 
Esta primera reunión apenas tuvo repercusión, siendo el segundo Comité de Expertos 
de la OMS sobre diabetes, apoyado en lo establecido por el National Diabetes Data 
Group un año antes, quien estableció las diferentes categorías de diabetes e 
intolerancia a la glucosa (Harris, 1979; WHO, 1980). Posteriormente, se han ido 
realizando modificaciones y puntualizaciones a los criterios de clasificación, 
estableciendo finalmente un valor de glucosa en ayunas para el diagnóstico de 
diabetes de 126 mg/dL o 7mmol/L. Asimismo, también se introdujo una nueva 
categoría para el metabolismo anormal de la glucosa denominada glucemia alterada 
en ayunas, para la que se establece un intervalo de glucosa en sangre de 100-125 
mg/dL o 5,6 a 7,0 mmol/L, respectivamente (Alberti & Zimmet, 1998). Además de la 
medición directa de los niveles de glucosa en el plasma como método diagnóstico, la 
DM suele ir acompañada de una serie de síntomas como polidipsia, poliuria, polifagia, 
visión borrosa y pérdida de peso. El deterioro del crecimiento y la susceptibilidad a 
ciertas infecciones también pueden acompañar a la hiperglucemia crónica. Las 
consecuencias agudas y potencialmente mortales de la DM no controlada son la 
hiperglucemia con cetoacidosis o el síndrome hiperosmolar no cetósico (American 
Diabetetes Association, 2014a). Además, la DM presenta grandes complicaciones 
macro y microvasculares a largo plazo, siendo una de las principales causas de 
mortalidad asociadas a dicha patología. En relación con las complicaciones diabéticas 
microvasculares fundamentalmente recogen a la nefropatía diabética que conduce a 
insuficiencia renal; a la neuropatía periférica con riesgo de úlceras en los pies, 




 I. INTRODUCCIÓN 
visión. Por otra parte, las macrovasculares contemplan la enfermedad coronaria, 
enfermedad arterial periférica e infarto de miocardio (Maric-Bilkan, 2017). 
La formá más habitual de clasificar la DM se basa en su etiopatogenia (American 
Diabetetes Association, 2014a), encontrándose los siguientes tipos: 
1. Diabetes Mellitus Tipo 1 (DMT1). Es una enfermedad crónica de origen 
autoinmune que se caracteriza por la destrucción de las células β pancreáticas 
y la consiguiente hiperglucemia por déficit de insulina (Katsarou y cols., 2017). 
Esta enfermedad puede desarrollarse a cualquier edad, pero suele aparecer 
más frecuentemente en niños o adolescentes, con una mayor incidencia entre 
los 10 y 14 años. Apenas representa el 10% de los casos de DM a nivel 
mundial, pero su incidencia se está incrementando notablemente (IDF, 2019). 
Las personas con DMT1 necesitan la administración de un análogo de insulina 
para poder mantener la homeostasis de la glucosa, siendo éste el principal 
tratamiento. El control glucémico óptimo requiere dosis múltiples de insulina, 
de forma que se imite la liberación fisiológica de esta hormona, aportando 
insulina al inicio para el control durante la noche e interprandial, junto con dosis 
en bolo (Kahanovitz y cols., 2017). 
2. Diabetes Mellitus Tipo 2 (DMT2). Se caracteriza por hiperglucemia como 
resultado de la incapacidad de las células del organismo de responder a la 
insulina, lo que se conoce como RI (IDF, 2019). Durante este estado existe 
una alteración en el mecanismo de transducción de señales de la insulina que 
provoca una menor respuesta en las células diana, efecto que se contrarresta 
por un aumento en la secreción de dicha hormona que consigue mantener la 
homeostasis de la glucosa. En etapas avanzadas, la producción de insulina 
disminuye como consecuencia de un agotamiento de la célula β pancreática. 
Esta patología representa entre el 90-95% de los casos de DM en la 
actualidad, con unas cifras de 417-440 millones de personas afectadas a nivel 
mundial. La mayor prevalencia de este tipo de DM se observa en personas 
mayores de 45, pero cada vez es más frecuente en niños, adolescentes y 
adultos más jóvenes, debido a los niveles crecientes de obesidad, inactividad 
física y dietas hipercalóricas desde edades tempranas. 
3. Diabetes Mellitus Gestacional (DMG). Se define como intolerancia a los 
hidratos de carbono con inicio o primera detección durante el embarazo. 
Asimismo, la ADA la define como "diabetes diagnosticada durante el embarazo 
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Association, 2014b). Es importante diferenciar la DMG, en la que los valores 
de glucemia son ligeramente elevados y que se normalizan tras el parto, de la 
diabetes en el embarazo, cuyas cifras son mucho más elevadas y no se 
resuelve una vez finalizada la etapa de gestación (McIntyre y cols., 2019). Se 
calcula que aproximadamente la mayoría de los casos (75-90%) de 
hiperglucemia durante el embarazo son DMG (IDF, 2019). La DMG es una de 
las complicaciones médicas más frecuentes durante el embarazo, afectando 
aproximadamente al 14% de las embarazadas a nivel mundial. Gesteiro et al. 
(Gesteiro y cols., 2009) encontraron en una población española de mujeres 
embarazadas del estudio Mérida una prevalencia del orden del 11% de DMG. 
4. Otros tipos específicos de DM. Se engloban en este grupo la tipo LADA 
(Diabetes autoinmune latente del adulto), anormalidades en el metabolismo de 
la glucosa debidas a otras causas, como defectos genéticos en la función de 
las células β y/o en la acción de la insulina, enfermedades del páncreas 
exocrino (pancreatitis, neoplasia, fibrosis quística, etc.), endocrinopatías 
(acromegalia, síndrome de Cushing, etc.), uso de drogas, medicamentos o 
componentes químicos (glucocorticoides, ácido nicotínico, etc.), infecciones 
(citomegalovirus) y otros síndromes asociados en ocasiones a la DM 
(síndrome de Down, de Klinefelter, de Turner, etc.) 
 LADA: es un tipo de DM autoinmune que comienza en la edad adulta y no 
necesita insulina para el control glucémico, al menos en los primeros seis 
meses después del diagnóstico. Para poder enmarcar a los pacientes en 
este tipo, es necesario que cumplan: ser adultos mayores de 35 años, 
tener autoanticuerpos positivos contra las células β pancreáticas y no ser 
insulinodependentes durante al menos los seis primeros meses (Pieralice & 
Pozzilli, 2018). 
 Defectos genéticos de la célula β: están asociados con defectos 
monogénicos en la célula β que cursan con alteración en su funcionalidad. 
Comúnmente, la hiperglucemia suele tener un inicio temprano, antes de los 
25 años, como consecuencia de una secreción de insulina alterada con 
defectos mínimos o nulos en la acción de dicha hormona. Reciben el 
nombre de tipo MODY (de sus siglas en inglés, maturity-onset diabetes of 
the young). 
 Defectos genéticos en la acción de la insulina: representan una baja 
prevalencia y se deben a anormalidades genéticamente determinadas en 
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mutación en el receptor de insulina, cuya afección produce hiperinsulinemia 
e hiperglucemia moderada o severa.  
 Enfermedades del páncreas exocrino: cualquier lesión que se produzca en 
el páncreas y comprometa la secreción o síntesis de insulina puede causar 
diabetes. Las alteraciones adquiridas incluyen pancreatitis, infecciones, 
pancreatectomía y cáncer de páncreas. 
 Endocrinopatías: la producción excesiva de hormonas que antagonicen la 
acción de la insulina puede inducir diabetes. Algunas de las patologías más 
comunes que se asocian a la diabetes son la acromegalia (por exceso de 
hormona de crecimiento), síndrome de Cushing (cortisol), glucagonoma 
(glucagón) o feocromocitoma (catecolaminas), entre otros. 
 Diabetes inducida por fármacos o químicos: numerosos compuestos 
químicos/drogas pueden afectar la síntesis y secreción de insulina 
produciendo diabetes. En la actualidad son pocos los casos que se 
recogen, pero es posible que algunos compuestos como vacor o 
pentamidina intravenosa destruyan a las células β pancreáticas; mientras 
que otros como el ácido nicotínico, glucocorticoides, hormona tiroidea o 
interferón α, pueden precipitar a la diabetes en personas con resistencia a 
la insulina. 
1.2. Bases moleculares de las acciones de la insulina 
La insulina (del latín insula, "isla") es una hormona anabolizante producida por las 
células β del páncreas endocrino que controla la conservación y utilización de energía 
durante los estados de alimentación y ayuno. Frederick Grant Banting y Charles Best, 
supervisados por John James Richard MacLeod, fueron quienes descubrieron la 
insulina en 1921. Este descubrimiento supuso un hito en el campo de la medicina y les 
llevó a recoger el Premio Nobel de Fisiología o Medicina en 1923 (Vecchio y cols., 
2018). 
Como se ha mencionado, la insulina es la principal hormona anabólica del 
organismo y su síntesis, control de calidad, transporte y acción están regulados 
estrechamente. Estas funciones se realizan mediante mecanismos intracelulares 
altamente conservados que comienzan en la célula β del páncreas, continúan con su 
entrega y acción en los diferentes tejidos, y finalizan con su degradación en el riñón. 
Para poder conocer a fondo este “viaje” de la insulina, a continuación se describen en 
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1.2.1. Síntesis de insulina 
El gen humano de la insulina situado en el brazo corto del cromosoma 11 
(11p15.5) codifica una proteína de 110 aminoácidos, conocida como preproinsulina. 
Como otras proteínas de secreción, la secuencia de la preproinsulina contiene en su 
extremo N-terminal hidrófobo al péptido señal, cuya interacción con las denominadas 
ribonucleoproteínas citosólicas de reconocimiento de señal, facilita la translocación de 
la molécula a través del retículo endoplásmico y la activación de la peptidasa señal 
que convierte la preproinsulina en proinsulina, de 81 aminoácidos. La proinsulina 
adopta la estructura terciaria mediante el plegamiento de la molécula y la formación de 
tres enlaces disulfuro mediada por chaperonas y por la proteína disulfuro isomerasa. 
Posteriormente, la proinsulina plegada es transportada desde el retículo endoplásmico 
al aparato de Golgi, donde se introduce en las vesículas secretoras. La activación de 
peptidasas específicas induce la escisión de la molécula, originando la insulina 
monomérica activa y el péptido C o péptido conector, de 30 aminoácidos, los cuales 
quedan almacenados en dicho orgánulo. Tras la acción de las peptidasas, dos de los 
tres puentes disulfuro se convierten en intercatenarios uniendo las cisteínas A7-B7 y 
A20-B19, respectivamente, mientras que el tercero une dos cisteínas de la cadena A 
(A7-A11). Estos enlaces contribuyen a la estabilidad de la estructura de la insulina, a la 
vez que determinan la afinidad por su receptor en los tejidos diana (De Meyts, 2004). 
La insulina almacenada en las células β se empaqueta en gránulos densamente 
agrupados, adoptando dicha molécula una estructura cuaternaria hexamérica, 
dispuesta como tres dímeros, que no es funcional, pero que resulta favorecida a 
concentraciones elevadas de hormona y permite su almacenamiento de forma más 
rentable (Weiss y cols., 2000). 
1.2.2. Regulación de la secreción de insulina 
La secreción de insulina está regulada principalmente por la cantidad de glucosa 
presente en el torrente sanguíneo, aunque también puede ser estimulada por la 
presencia de aminoácidos. Tras la ingesta de alimentos, la glucosa pasa al interior de 
la célula β mediante el transportador GLUT-2, para inmediatamente ser fosforilada en 
posición 6 por la hexoquinasa IV, más conocida como glucoquinasa, iniciando así su 
degradación por la vía glucolítica hasta piruvato. GLUT-2 y glucoquinasa, debido a sus 
elevadas Km, son dos sensores de glucosa ampliamente conocidos presentes también 
en hígado y en ciertas regiones del hipotálamo. La utilización del piruvato como fuente 
de acetil-CoA y la descarboxilación del acetato en el ciclo de Krebs proporciona el 
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la relación ATP/ADP en el citosol celular induce el cierre de los canales de potasio (K+) 
sensibles a ATP. La consiguiente despolarización de la membrana plasmática origina 
la apertura de los canales de calcio (Ca2+) sensibles a voltaje. El aumento de la 
concentración intracelular de Ca2+ induce una cascada de señales que culmina con la 
fusión de las vesículas secretoras de insulina con la membrana (exocitosis) y la 
consecuente liberación de la hormona (Fu y cols., 2013). Cualquier compuesto, natural 
o farmacológico, que interactúe con este mecanismo se considerará, un estimulador o 
un inhibidor de la secreción de insulina inducida por glucosa. Así, todo compuesto que 
aumente las concentraciones de ATP, cierre los canales de potasio, abra los canales 
de calcio de la membrana plasmática o de los orgánulos subcelulares, o promueva la 
fusión de las vesículas de secreción con la membrana plasmática de las células β 
inducirá la secreción de insulina (Figura 2). 
  
Figura 2. Bases moleculares de la secreción de insulina. 
ADP, adenosín difosfato; ATP, adenosín trifosfato; Ca2+, calcio; GLUT-2, transportador de 
glucosa tipo 2; K+, potasio; P, glucosa-6-fosfato. Elaborado a partir de Fu y cols. (2013) 
1.2.3. Señalización de insulina 
El incremento de la glucemia plasmática tras la ingesta de alimentos, es 
rápidamente contrarrestado mediante la liberación de insulina por parte del páncreas. 
Para que este proceso tenga lugar, es necesario que la insulina se una a su receptor y 
se produzca una transducción de señales que conduzcan a la captación de glucosa 
por parte de los diferentes tejidos del organismo. Aunque la insulina estimula la 
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sobre los adipocitos y las células musculares, donde es capaz de aumentar la 
captación de glucosa en aproximadamente diez y cinco veces, respectivamente (Lauro 
y cols., 1998). Cabe mencionar que cada paso en la cascada de señalización de 
insulina es una reacción enzimática reversible, es decir, por cada quinasa activada por 
insulina, existen fosfatasas que terminan su acción y regulan estrechamente su 
proceso. 
El receptor de insulina (InsR) es un heterotetrámero con actividad intrínseca 
tirosina-quinasa que se localiza en la membrana plasmática y está compuesto por dos 
subunidades α y dos subunidades β, unidas por puentes disulfuro. Las subunidades α 
se localizan en el exterior de la membrana plasmática, contienen sitios de unión a la 
insulina y actúan como subunidades reguladoras; mientras que las subunidades β 
cruzan la membrana plasmática, presentando una porción extracelular, una 
transmembrana y una intracelular que contiene el dominio con actividad tirosina-
quinasa que se autofosforila en los residuos Tyr1158, Tyr1162 y Tyr1163. Después de la 
activación del InsR por trifosforilación de su bucle de activación, éste fosforila a los 
sustratos del receptor de insulina (IRS), desencadenándose la transducción de 
señales a través de dos vías principales: ruta de la fosfatidilinositol 3-
quinasa(PI3K)/AKT y vía de las quinasas activadas por mitógenos (MAP quinasas) (De 
Meyts, 2000). 
 Vía de PI3K/AKT: es la principal ruta por el que la insulina ejerce sus 
funciones sobre el metabolismo de la glucosa y los lípidos. La transducción de 
señales se inicia con la fosforilación de IRS por parte de InsR, concretamente 
la isoforma 1, la cual se ha observado que es la predominante en la captación 
de glucosa estimulada por insulina. Esta activación de IRS, permite la unión y 
activación de proteínas con dominios SH2 (de homología al dominio 2 de la 
proteína Src) como PI3K (Haeusler y cols., 2018). La PI3K está conformada 
por una subunidad reguladora (p85) que presenta los dominios SH2 para su 
interacción con IRS, y una subunidad catalítica (p110), que se encarga de 
fosforilar el sustratos fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (PtdIns(4,5)P2 o PIP2) 
para generar la fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3). Este fosfolípido actúa 
como segundo mensajero y recluta a la membrana plasmática a diferentes 
proteínas de señalización intracelular que presenten un dominio de homología 
de pleckstrina, el cual sirve de anclaje y permite la transmisión del mensaje al 
interior celular. Las quinasas dependientes de fosfolípidos (PDK1 y PDK2) o la 
proteína quinasa B (AKT/PKB) presentan dicho dominio, lo que permite su 
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pero para su completa activación necesita la fosforilación en serina 473 
mediada por mTORC2. AKT fosforilado se libera del complejo asociado a la 
membrana y se conduce al citoplasma, donde regula diferentes sustratos que 
propagan la respuesta a la insulina. Entre las funciones metabólicas mejor 
caracterizadas reguladas por AKT se puede destacar la activación de la 
síntesis de glucógeno al fosforilar e inactivar la enzima glucógeno sintasa 
quinasa 3 (GSK3), la translocación del transportador de glucosa (GLUT-4) en 
músculo y tejido adiposo, o la fosforilación del factor de transcripción 
involucrado en la gluconeogénesis (FoxO1). 
 Vía de MAP quinasas (Raf/Ras/MEK/MAPK): esta segunda ruta presenta 
gran diversidad de sustratos potenciales y su activación es independiente de la 
vía PI3K/AKT. Tanto la autofosforilación del InsR como la activación de IRS 
promueven la asociación de la proteína Shc. Su posterior fosforilación en 
tirosina induce el reclutamiento de Grb2, que se asocia con SOS para activar 
la ruta Ras-Erk1/2. La activación de Ras (GTP-Ras) induce la unión y 
activación de Raf-1, que conduce a la fosforilación y activación de la vía MEK y 
las quinasas reguladas extracelularmente 1 y 2 (ERK 1 y 2). Su activación 
juega un papel directo en la proliferación y diferenciación celular, regulando la 
expresión de genes y eventos extracelulares como la organización del 
citoesqueleto (Gehart y cols., 2010).  
 
2. Diabetes Mellitus tipo 2 
El pilar básico que define la DMT2 es la RI, estado en el que los tejidos periféricos 
no son capaces de responder a la acción de la insulina. En esta condición patológica, 
las células son incapaces de captar la glucosa plasmática tras una comida, 
produciéndose un estado hiperglucémico. Ante esta situación, el páncreas incrementa 
la secreción de insulina para tratar de vencer esta barrera, lo que conduce a un circuito 
de retroalimentación que finaliza en el agotamiento de la célula β pancreática 
(Petersen & Shulman, 2018). Esta alteración podría tener un componente genético, tal 
y como se observó en un estudio de asociación del genoma completo (GWAS), donde 
encontraron más de 400 variantes genéticas asociadas a la DMT2, la gran mayoría 
relacionadas con la funcionalidad de los islotes pancreáticos (Mahajan y cols., 2018). 
Curiosamente, esta predisposición genética solo puede responder al 20% del riesgo 
general de la enfermedad, siendo los hábitos de vida poco saludables los principales 
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bebidas azucaradas y hierro hemo, junto con la inactividad física, se han asociado 
positivamente con el desarrollo de DMT2. En cambio, un patrón de alimentación 
saludable que incluya productos integrales en la dieta, ha demostrado una reducción 
del riesgo (Bellou y cols., 2018). Teniendo en cuenta estos datos, se puede confirmar 
que la modificación de los hábitos alimentarios es un pilar básico para paliar esta 
patología. Como se verá posteriormente, uno de los objetivos clave de esta Tesis 
Doctoral es aminorar los efectos lesivos de la DMT2 mediante la inclusión de 
ingredientes funcionales en la dieta. 
Anteriormente señalábamos que en una etapa inicial de DMT2 las células β 
pancreáticas compensan la RI al secretar más insulina al torrente sanguíneo. Esta 
situación conduce a un estado de hiperinsulinemia que promueve la lipogénesis de 
novo hepática (DNL, por sus siglas en inglés de novo lipogenesis), esteatosis, 
hiperlipidemia y expansión del tejido adiposo blanco. A medida que el estado diabético 
avanza se produce una disfunción del tejido adiposo blanco como consecuencia de la 
RI y la inflamación, lo que lleva a estimulación de la lipolisis. Esta liberación 
continuada de ácidos grasos libres (AGL) agrava aún más la RI hepática y favorece el 
desarrollo de hígado graso no alcohólico (NAFLD, de sus siglas en inglés non-
alcoholic fatty liver disease) (López-Oliva & Muñoz Martínez, 2014). A su vez, el 
aumento del flujo de AGL y/o glicerol al hígado estimula la gluconeogénesis, lo que 
combinado con la disfunción de las células β, conduce a la hiperglucemia tanto 
postprandial como en ayunas de los pacientes con DMT2 (Mahajan y cols., 2018). A 
continuación se describirán los mecanismos y alteraciones más comunes que se 
producen en la DMT2. 
2.1. Fisiopatología de la resistencia a la insulina 
La RI es un trastorno metabólico que desafía una sola vía etiológica y para la que 
todavía no se tiene una respuesta clara, por lo que es necesario intentar comprender 
las diferentes rutas y tejidos afectados para poder tener una visión global del 
problema. La evidencia actual señala a una actividad defectuosa en la vía 
InsR/IRS/PI3K/AKT anteriormente descrita como principal responsable de la RI 
(Samuel & Shulman, 2012). Sin embargo, la bibliografía también describe un conjunto 
de mecanismos asociados al estrés oxidativo que participan en el desarrollo de esta 
alteración. Por tanto, es necesario abordar estos dos mecanismos para intentar 
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2.1.1. Defectos en la señalización InsR/IRS/PI3K/AKT 
De acuerdo a lo descrito previamente, esta ruta es la más importante en la 
transducción de señales por la insulina. Comúnmente, cuando se habla de RI se hace 
referencia a tres tejidos como participantes principales de este problema, músculo, 
tejido adiposo e hígado.  
Músculo: La función de la insulina en el músculo esquelético es promover la 
captación de glucosa celular a través de la translocación del transportador GLUT-4 a la 
membrana plasmática y la consiguiente síntesis de glucógeno mediante la glucógeno 
sintasa (GS) (Samuel & Shulman, 2012). Este proceso es uno de los componentes 
principales de la RI asociada a la obesidad y DMT2, ya que es el principal tejido para 
la eliminación de la glucosa plasmática estimulada por insulina. La gran mayoría de 
estudios han demostrado que la RI en el músculo esquelético se debe a una menor 
expresión o actividad quinasa de las proteínas implicadas en la transducción de 
señales (Fazakerley y cols., 2019). Esta afirmación se inició en trabajos en ratones y 
humanos obesos, donde se observaron menores niveles InsR y una actividad quinasa 
disminuida en receptores aislados (Caro y cols., 1987; Kolterman y cols., 1981). Es 
probable que la alteración encontrada en IRS, PI3K y AKT en modelos diabéticos 
pueda estar influenciada por los cambios encontrados a nivel de receptor, cuya 
dificultad en la interacción ligando-receptor y la consiguiente transducción de señales, 
justificaría la menor expresión de las proteínas de esta ruta (Petersen & Shulman, 
2018). Curiosamente, el músculo esquelético no desarrolla RI a través de la 
señalización de MAPK (Cusi y cols., 2000).  
Tejido adiposo: a pesar de que el músculo es el principal consumidor de glucosa 
tras una comida, estudios que han evaluado la progresión de la DMT2 en ratones 
alimentados con una dieta alta en grasas han demostrado que la RI del tejido adiposo 
precede a la del músculo esquelético (Fazakerley y cols., 2019). Los mecanimos 
implicados son muy similares a los descritos anteriormente, donde se ha observado 
una disminución de la expresión y activación de las proteínas implicadas en la ruta 
InsR/IRS/PI3K/AKT. Sin embargo, dado que el tejido adiposo es un órgano endocrino 
que juega un papel importante en la DMT2 al liberar adipocinas, factores 
proinflamatorios y ácidos grasos libres (AGL), cabe mencionar otros mecanimos que 
participan en el desarrollo de RI. Una de las acciones más importantes de la insulina 
sobre el tejido es la supresión de la lipolisis. No obstante, en el marco de la DMT2 el 
tejido adiposo se vuelve resistente a la acción antilipolítica de la insulina, y es incapaz 
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exacerbada de AGL incrementa significativamente las concentraciones plasmáticas, 
deteriorando la señalización de insulina y promoviendo la gluconeogénesis hepática. 
Esta asociación fue descrita por en 1963 por Randle y col. al observar que las 
concentraciones elevadas de AGL se correlacionaban con anormalidades en el 
metabolismo de los hidratos de carbono (Randle y cols., 1963). A pesar de que no se 
conoce el mecanismo exacto de lipotoxicidad, la evidencia indica que el mecanismo 
que favorece la RI se debe a los restos lipídicos activos como el diacilglicerol, la 
ceramida o los acil-CoA en lugar del grupo triglicérido inerte (Karpe y cols., 2011). 
Estos metabolitos de AGL interaccionan con serina/treonina quinasas o citoquinas 
(PKC, IKK, NFkB, TNFα) capaces de inhibir IRS y AKT, disminuyendo de esta manera 
la señalización de insulina y la consiguiente translocación de GLUT-4 a la membrana 
en los diversos tejidos del organismo (Figura 3) (Mukherjee y cols., 2013). Es 
necesario resaltar que la liberación local de citoquinas (TNFα, IL-1β e IL-6) dentro del 
tejido adiposo puede ser suficiente para inducir RI adiposa sin efectos relacionados 
con la disfrunción de otros tejidos, lo que generalmente se asocia con la llamada 
inflamación subclínica o de bajo grado (Roden & Shulman, 2019).  
 
Figura 3. Vía inhibitoria de la translocación de GLUT-4 por ácidos grasos libres. 
AGL, ácidos grasos libres; FATP1, proteína transportadora de ácidos grasos; GLUT-4, 
transportador de glucosa tipo 4; IKKβ, inhibidor del factor nuclear kappa B; IRS1/2, sustrato de 
insulina tipo 1/2; NFĸB, factor nuclear kappa B; PI3K, fosfatidilinositol 3-quinasa; PKC, proteína 
quinasa C; ROS, especies reactivas de oxígeno; TNFα, factor de necrosis tumoral α. Elaborado 
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Hígado: órgano que juega un papel clave en la regulación de la homeostasis 
energética en todo el organismo. Una de las principales funciones de la insulina a nivel 
hepático durante el estado postprandial es suprimir la producción de glucosa mediante 
la inhibición de la glucogenólisis (degradación de glucógeno a glucosa) y la 
gluconeogénesis (biosíntesis de glucosa a partir de precursores no glucídicos). En 
pacientes con DMT2 se ha observado que defectos en las moléculas de señalización 
de insulina son un hallazgo común que se correlaciona con la hiperglucemia, tal y 
como se viene hablando a lo largo de este apartado. La RI en los hepatocitos da como 
resultado una síntesis alterada de glucógeno, mantenimiento de la gluconeogénesis e 
inducción de la DNL y de la síntesis de proteína C reactiva, retroalimentando el 
sistema y agravando la situación de RI (Meshkani & Adeli, 2009). El exceso de AGL 
provenientes de la lipolisis del tejido adiposo llegan al hígado a través de la circulación 
portal e inhibe la señalización de insulina. Este tejido también produce leptina y 
adiponectina, adipoquinas que se han clasificado como antidiabetogénicas por su 
capacidad para disminuir la síntesis de triglicéridos, estimular la β-oxidación y mejorar 
la acción de la insulina tanto en el músculo esquelético como en el hígado (Bazotte y 
cols., 2014). Curiosamente, los niveles de leptina se ven aumentados y los de 
adiponectina disminuidos en humanos y animales con RI, lo que sugiere que la DMT2 
es un estado de resistencia a la leptina, que contribuye al el estado insulinorresistente 
y favorece el depósito de lípidos hepáticos (Muoio & Newgard, 2008). Dado que el 
hígado tiene una gran implicación en el metabolismo lipídico, el desarrollo de 
dislipemia como consecuencia de la RI suele ser otro factor que deteriora la salud 
hepática. 
2.1.1. Estrés oxidativo como inductor de resistencia a la insulina 
La evidencia actual señala al estrés oxidativo como un participante clave en el 
desarrollo de RI. El estrés oxidativo se origina por un desequilibrio entre las especies 
reactivas de oxígeno (ROS, de sus siglas en inglés reactive oxygen species) y los 
mecanismos antioxidantes presentes en el organismo, lo que puede conducir a la 
oxidación de enzimas, proteínas, lípidos y ácido desoxirribonucleico (ADN), generando 
toxicidad y daño celular (Betteridge, 2000). En condiciones fisiológicas, el sistema 
antioxidante endógeno mantiene un equilibrio redox dinámico. Sin embargo, se puede 
ver alterado por una producción excesiva de ROS y especies reactivas de nitrógeno 
(RNS, de sus siglas en inglés reactive nitrogen species) que conducen a un estado 
oxidativo dañino para el organismo, tal y como ocurre en diversas enfermedades 
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dilucidado completamente los mecanismos moleculares que relacionan estrés 
oxidativo y RI, sí que hay algunas pistas que sugieren esta conexión. 
En situaciones de hiperglucemia las mitocondrias tienen más sustratos disponibles 
para producir ATP, lo que conduce a una hiperactividad por parte de este orgánulo y a 
una sobreproducción de ROS. El aumento del flujo glucolítico aumenta la fosforilación 
oxidativa y la generación de ATP, con la consiguiente liberación de anión superóxido 
por la enzima NADPH oxidasa de la cadena de transporte de electrones. La formación 
de superóxido se considera la primera etapa en una cascada generadora de ROS que 
produce otras formas de ROS/RNS (Yan, 2014). La hiperglucemia mantenida puede 
conducir a la generación de ROS a través de otros mecanismos, incluida la 
autooxidación de la glucosa y la generación de productos finales de glicosilación 
avanzada (AGE) que incrementan los niveles intracelulares de ROS. Este aumento de 
ROS/RNS daña la infraestructura celular e induce respuestas al estrés, estimulando 
algunas rutas proinflamatorias como NFkB, JNK, IKK y p38 MAPK (Hurrle & Hsu, 
2017). La mayor disponibilidad de glucosa y AGL puede producir fisión mitocondrial 
como consecuencia del incremento de ROS celular, lo que aumenta la expresión de 
p38 MAPK y regula a la baja la función de IRS1 y AKT, alterando notablemente la 
señalización de insulina (Gao y cols., 2010). De la misma forma, estudios en 
adipocitos y miocitos han revelado que el peróxido de hidrógeno reduce la 
señalización de insulina por fosforilación de IRS1 en Ser307, proceso que favorece la 
degradación de dicha proteína y dificulta la transducción de señales (Potashnik y cols., 
2003). Un ejemplo similar lo encontramos en el hígado, donde intermediarios lipídicos 
como los diacilgliceroles o la ceramidas son capaces de incrementar el estrés 
oxidativo y la fisión mitocondrial, favoreciendo el desarrollo de RI y esteatosis (Roden 
& Shulman, 2019). 
Es importante destacar que las células β pancreáticas presentan bajos niveles de 
enzimas antioxidantes, lo que las hace más vulnerables ante la hiperglucemia crónica 
característica de las personas con diabetes. Parece ser que niveles elevados de ROS 
activan la señalización de JNK, disminuyendo la secreción de insulina a través de la 
translocación núcleo-citoplasma de PDX-1, un factor de transcripción clave que se une 
al promotor de insulina e induce la expresión de dicha hormona. La activación por 
estrés oxidativo de las rutas de señalización mencionadas anteriormente (JNK, NFkB y 
p38 MAPK), son capaces de inducir apoptosis y provocar muerte celular en el 
páncreas (Newsholme y cols., 2019). Estos efectos agravarían la fisiopatología de la 
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Figura 4. Esquema representativo de la fisiopatología de la DMT2 
AGL, ácidos grasos libres; ChREBP, proteína de unión al elemento de respuesta a carbohidratos; GLUT-2, transportador de glucosa tipo 2; GSK3, glucógeno 
sintasa quinasa 3; Ins, insulina; IL-1β, interleuquina 1β; IL-6, interleuquina 6; LXR, receptor X hepático; NAFLD, enfermedad de hígado graso no alcohólico; 
PI3K, fosfatidilinositol 3-quinasa; RI, resistencia a la insulina; SREBP-1c, proteína de unión al elemento regulador del esterol; TNFα, factor de necrosis 




 I. INTRODUCCIÓN 
2.2. Dislipemia diabética asociada a la DMT2 
Al igual que la glucosa, los lípidos plasmáticos también se ven fuertemente 
alterados en la DMT2, asociándose en mayor medida con el riesgo de enfermedad 
cardiovascular (ECV). La dislipemia diabética es una alteración asociada a la RI que 
se caracteriza por anormalidades lipídicas cuantitativas, cualitativas y en su cinética, 
entre las que destacan la hipertrigliceridemia, niveles elevados de LDL pequeñas y 
densas, y una disminución de HDL (Hirano, 2018; Verges, 2015). 
En la situación postprandial de individuos con DMT2 se ha observado un aumento 
en la producción de quilomicrones asociado a una mayor tasa de secreción intestinal 
de Apolipoproteína B-48 (ApoB-48) y una mayor expresión de la proteína responsable 
de la adición de triglicéridos a ApoB, la proteína microsomal transferidora de 
triglicéridos (MTP, de sus siglas en inglés microsomal triglyceride transfer protein) 
(Hogue y cols., 2007; Phillips y cols., 2006). Además, la eliminación de los 
quilomicrones también se ha visto alterada en esta patología, debido a una reducción 
de lipoproteína lipasa (LPL), enzima responsable de la hidrólisis del quilomicrón y las 
VLDL (Adiels y cols., 2012). 
Continuando con el metabolismo lipoproteico, el aumento del flujo portal de AGL 
observado en sujetos con DMT2 estimula la síntesis de triglicéridos hepáticos, los 
cuales son empaquetados y devueltos a la circulación sistémica en forma de VLDL. En 
dicha patología, la función supresora de la insulina sobre la producción de VLDL está 
deteriorada como consecuencia de la RI, lo que conduce a una sobreproducción de 
VLDL grandes enriquecidas en triglicéridos. DNL se ve aumentada en sujetos con RI 
(Verges, 2015). Esta mayor formación de depósitos lipídicos es secundaria a la 
expresión aumentada de la proteína de unión al elemento de respuesta a 
carbohidratos (ChREBP, de sus siglas en inglés carbohydrate responsive element-
binding protein) y de la proteína de unión al elemento regulador del esterol (SREBP-
1c, de sus siglas en inglés sterol regulatory element-binding protein), factores que se 
asocian con el enriquecimiento en triglicéridos de las VLDL (Hirano, 2018). Unido a 
ello, se ha observado una disminución de su catabolismo, siendo los responsables en 
gran medida de la hipertrigliceridemia encontrada en este grupo de personas. 
En la DMT2, la producción de LDL no es excesivamente elevada, pero la 
reducción en su catabolismo prolonga la vida media de este tipo de lipoproteínas, 
haciéndolas más susceptibles a la oxidación y favoreciendo su deposición en las 
paredes arteriales (Verges, 2005). Este menor aclaramiento de LDL es debido tanto a 
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como a la glicosilación de las LDL como consecuencia de la hiperglucemia, lo cual 
disminuye su afinidad y dificulta su unión al receptor Apoe/ApoB100-LDL. Además de 
la menor tasa de eliminación, en la DMT2 las LDL se vuelven pequeñas y densas 
(sdLDL, de sus siglas en inglés small dense-LDL). Los niveles de estas sdLDL se 
correlacionan de forma directa con la cantidad de VLDL ricas en triglicéridos, ya que 
su formación está mediada por la proteína de transferencia de éster de colesterol, la 
cual intercambia los triglicéridos de las VLDL por el colesterol de las LDL. 
Posteriormente, la mayor afinidad de la lipasa hepática por las LDL ricas en 
triglicéridos acaba originando sdLDL al consumir los triglicéridos almacenados, las 
cuales son potencialmente más aterogénicas y presentan un mayor riesgo 
cardiovascular (Carmena, 2010; Sánchez-Quesada & Pérez, 2013; Verges, 2015). 
 
Figura 5. Rutas principales del metabolismo lipoproteico. 
AE, arilesterasa; AGL, ácidos grasos libres; CE, colesterol esterificado; CETP, complejo de 
transferencia de ésteres de colesterol; CL, colesterol libre; HDL, lipoproteínas de alta densidad; 
IDL, lipoproteínas de densidad intermedia; LCAT, lecitin colesterol acil-transferasa; LDL, 
lipoproteínas de baja densidad; LDLox, LDL oxidadas; LDLr, receptor de LDL; LH, lipasa 
hepática; LPL, lipoprotein lipasa; LRP, proteína receptora de quilomicrones parecida a LDL; 
LSH, lipasa sensible a hormonas; QM, quilomicrones; QMr, quilomicrones remanentes; SR-B1, 
receptor scavenger tipo B1; VLDL, lipoproteínas de muy baja densidad. Modificado de Gesteiro 
(2015). 
Las HDL son las encargadas de retirar el colesterol de los tejidos y transportarlo 
hacia el hígado para su eliminación, permitiendo establecer una asociación entre altos 
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HDL se ven reducidos en pacientes con DMT2. En concreto, la proporción de 
partículas HDL grandes, ricas en colesterol y conocidas como HDL2, está disminuida; 
mientras que se observa una mayor presencia de HDL pequeñas (HDL3) (Garvey y 
cols., 2003). A su vez, este tipo de lipoproteínas presenta anormalidades cualitativas, 
con mayor contenido en triglicéridos y glicosilación. Estudios cinéticos con 
radioisótopos e isótopos estables han demostrado que la disminución del colesterol 
HDL en pacientes con DMT2 se debe a un aumento de su catabolismo. La actividad 
de la lipasa hepática, enzima que controla el catabolismo de las HDL y que presenta 
mayor afinidad por lipoproteínas ricas en triglicéridos, aumenta en los estados 
resistentes a la insulina; siendo esta la principal consecuencia del aumento del 
catabolismo de las HDL (Despres y cols., 1989). Por otra parte, los productos finales 
de glicosilación avanzada inducidos por hiperglucemia, el estrés oxidativo y la 
inflamación de bajo grado son posibles mecanismos para promover la disfunción de 
las HDL (Meshkani & Adeli, 2009). 
2.3. Enfermedad de hígado graso no alcohólico 
El hígado graso no alcohólico, también conocido como NAFLD de sus siglas en 
inglés non-alcoholic fatty liver disease, se ha convertido en la enfermedad hepática 
más común en los países ricos, afectando hasta un tercio de los adultos en Europa y 
Estados Unidos. Anteriormente había sido considerado como la manifestación 
hepática del síndrome metabólico, pero en la actualidad la evidencia epidemiológica 
sugiere una relación bidireccional entre NAFLD y DMT2, donde el NAFLD puede 
preceder y/o promover el desarrollo de DMT2 (Mantovani y cols., 2018).  
El NAFLD se define como la acumulación de grasa en forma de triglicéridos en 
más de un 5% de los hepatocitos en ausencia de inflamación o fibrosis y no asociada 
a un consumo elevado de alcohol (<30g en hombres y <20g en mujeres) (Abd El-
Kader & El-Den Ashmawy, 2015; Chalasani y cols., 2012). Es una patología dinámica 
que puede avanzar desde esteatosis simple macrovesicular (NAFLD) hacia 
esteatohepatitis no alcohólica (NASH, por sus siglas en inglés non-alcoholic 
steatohepatitis), la cual se caracteriza por necroinflamación, apoptosis de los 
hepatocitos, fibrosis y cirrosis, con mayor predisposición para desarrollar carcinoma 
hepatocelular. El NAFLD se ve fuertemente influenciado por algunos factores de riesgo 
como la raza, sexo, edad, obesidad, hábitos de vida poco saludables, síndrome de 
ovario poliquístico o algunos componentes genéticos (ej. genes PNPLA3 y TM6SF2) 
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enfermedad hepática y cardiovascular, siendo a su vez la principal causa de 
carcinoma hepatocelular sin presencia de cirrosis (Yki-Jarvinen, 2016). 
A pesar de que la patogenia del NAFLD es multifactorial y todavía no está bien 
caracterizada, todos señalan a la RI como uno de los mecanismos implicados en el 
desarrollo de esta patología. Por ello y dado que presentan fisiopatología común, se 
considera a la RI el nexo de unión entre el NAFLD y la DMT2. De acuerdo a esto, la 
hipótesis del “doble impacto” descrita por Day y James en 1998 es la que tiene mayor 
apoyo en la actualidad (Day & James, 1998). En primer golpe consiste en la 
acumulación de triglicéridos en los hepatocitos, fundamentalmente como consecuencia 
de la RI en el tejido adiposo blanco. Como se ha mencionado en los apartados 
anteriores, esta disfunción en el tejido adiposo induce lipolisis y la consiguiente 
liberación exacerbada de AGL al torrente sanguíneo, los cuales alcanzan el hígado 
provocando lipotoxicidad. La aparición de esteatosis se produce por una alteración en 
el balance entre el aporte de lípidos (exceso de grasas en la dieta, mayor captación de 
AGL circulantes y estimulación de la DNL a través de ChREBP y SREBP-1c), y el 
catabolismo de los mismos (β-oxidación de ácidos grasos y/o la secreción de 
triglicéridos en forma de VLDL) (Buzzetti y cols., 2016). El segundo impacto favorece 
la progresión de NAFLD a NASH, encontrando como factores favorecedores al estrés 
oxidativo, peroxidación lipídica, disfunción mitocondrial, apoptosis y respuesta 
inflamatoria de los hepatocitos (Kitade y cols., 2017). 
2.4. Microbiota intestinal y DMT2 
El término microbiota se define como el conjunto de microorganismos que reside 
en nuestro cuerpo, mientras que microbiota intestinal hace referencia exclusivamente 
a aquellos microorganismos localizados en el aparato digestivo. Todos ellos 
conforman el ecosistema más complejo, diverso y numeroso de nuestro cuerpo, 
especialmente localizado en el ciego, donde se encuentra la mayor densidad de 
microorganismos. Un adulto sano alberga 500–1000 especies bacterianas a la vez y 
puede haber 1012–1014 unidades formadoras de colonias (UFC) en todo el intestino, 
con un peso total aproximado de 1–2 kg. El colon contiene alrededor de 109–1012 
UFC/mL, seguido de 101–103 UFC/mL en yeyuno y 104–108 UFC/mL en el íleon (S. 
Sharma & Tripathi, 2019). Estudios metagenómicos han revelado que 
aproximadamente el 90% de las especies bacterianas presentes en el intestino de un 
individuo adulto pertenecen al filo Bacteroidetes (Gram-negativos) y Firmicutes (Gram-
positivos), con menor proporción de Proteobacteria, Verrucomicrobia, Fusobacteria, 
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Entre las principales funciones de la microbiota intestinal están metabolizar los 
sustratos no digeribles (principalmente fibra dietética, aunque también pueden usar 
como sustrato proteínas o péptidos) en el tracto digestivo superior y producir ácidos 
grasos de cadena corta (AGCC), prevenir la colonización por otros microorganismos 
patógenos, estimular la producción de vitamina K y del grupo B, y modular el sistema 
inmune (Rowland y cols., 2018). Dada la gran implicación que muestra en la salud del 
individuo, cambios en la cantidad y diversidad de la microbiota intestinal, conocidos 
como disbiosis, se han asociado con la progresión de muchos trastornos metabólicos, 
entre los que se encuentra la obsesidad, el síndrome metabólico y la DMT2 (Aw & 
Fukuda, 2018). La literatura actual que relaciona la microbiota con la DMT2 es un poco 
confusa, ya que los microorganismos que la conforman varían en función del individuo, 
la alimentación o el grado de desarrollo de la patología. Sin embargo, sí que parece 
que hay un patrón que se reproduce de manera común y es consistente entre 
personas con DMT2 (Tabla 1). 
Tabla 1. Cambios en la microbiota asociados a la DMT2 
Bacterias asociadas a la DMT2 














*Datos obtenidos y ordenados de acuerdo a la evidencia científica descrita hasta la fecha. 
(Gurung y cols., 2020) 
A día de hoy, es muy difícil establecer cuál es el mecanismo desencadenante de 
la DMT2, siendo la interacción de muchos de ellos los que conforman su fisiopatología. 
La disbiosis de la microbiota intestinal parece ser un factor de gran relevancia en el 
desarrollo de DMT2. Esta alteración lleva asociados numerosos cambios que también 
han sido observado pacientes con IR, como una menor producción de AGCC, 
disfunción de la barrera mucosa intestinal, estrés oxidativo e inflamación (Gerard & 
Vidal, 2019; Muñoz-Garach y cols., 2016; Sharma & Tripathi, 2019). Todos estos 
procesos están interconectados y se mantienen en equilibrio en individuos sanos; sin 
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2.4.1. Producción de AGCC y su implicación en la DMT2 
La microbiota intestinal es la encargada de producir AGCC, compuestos orgánicos 
que contienen de dos a seis átomos de carbono, al fermentar fibras dietéticas o 
aminoácidos no digeridos. El acetato (C2), propionato (C3) y butirato (C4) representan 
el 95% de los AGCC, pero también encontramos otros compuestos minoritarios 
derivados de la fermentación de los aminoácidos de cadena ramificada valina, 
isoleucina y leucina, que originan los AGCC isobutirato , 2-metilbutirato e isovalerato 
(Gerard & Vidal, 2019). Se producen en el colon y el ciego del huésped, pero su rápida 
absorción por el epitelio colónico permite una gran difusión por todo el organismo. El 
butirato se considera una fuente esencial de energía para los colonocitos, mientras 
que el acetato y el propionato se distribuyen por la circulación sistémica, siendo este 
último un sustrato para la gluconeogénesis (Puddu y cols., 2014). Los AGCC 
fortalecen la función de barrera epitelial al promover el crecimiento epitelial, la 
formación de moco y la respuesta innata frente a patógenos (Bilotta & Cong, 2019). No 
obstante, los niveles de AGCC se han visto reducidos en personas con DMT2 respecto 
a la población sana (Puddu y cols., 2014). Tanto la disbiosis propia de dicha patología 
(con reducción de especies productoras de butirato como Firmicutes, Roseburia 
intestinalis y Faecalibacterium prausnitzii), como unos hábitos alimentarios 
inadecuados con dietas con bajo contenido en fibra dietética, parecen ser los 
responsables de la baja producción de AGCC. La fibra es un sustrato esencial para la 
microbiota, cuyo consumo favorece el crecimiento de bacterias intestinales 
productoras de AGCC y reduce el riesgo de padecer DMT2 (Andoh y cols., 2003).  
Tal y como se ha venido comentado en este apartado, los AGCC, además de ser 
una fuente importante de energía para los colonocitos, regulan el metabolismo de 
glucosa y lípidos mediante la activación de receptores para AGCC (FFAR, por sus 
siglas en inglés free fatty acid receptor; también denominados GPR, ya que son 
receptores acoplados a proteínas G) en el hígado, tejido adiposo, cerebro y páncreas 
(Utzschneider y cols., 2016). Tang y cols. revelaron en estudios en animales que los 
AGCC mantuvieron la homeostasis de la glucosa al interactuar con FFAR2/GPR43 y 
FFAR3/GPR41, lo que condujo a un aumento de la masa de células β pancreáticas y 
la secreción de insulina, a la vez que redujo la secreción de glucagón (Tang y cols., 
2015). Otros estudios mostraron que la suplementación con propionato o butirato 
mejoró la homeostasis de la glucosa en roedores (Lin y cols., 2012). Asimismo, la 
administración de butirato disminuyó la esteatosis, inflamación y resistencia a la 
insulina hepática en un modelo animal con RI inducida por dieta alta en grasa (Raso y 
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beneficioso de los AGCC sobre la RI, ya que también se ha observado que estimulan 
la oxidación de ácidos grasos e inhiben la DNL, protegiendo a su vez contra el 
desarrollo de NAFLD (Utzschneider y cols., 2016). 
2.4.2. Modulación del metabolismo de la glucosa por la microbiota 
La microbiota intestinal puede afectar la homeostasis de la glucosa y RI en los 
tejidos periféricos, así como regular en cierto modo la digestión de hidratos de carbono 
y la secreción de hormonas intestinales. Estas últimas, denominadas incretinas, son 
liberadas por las células enteroendocrinas para estimular la secreción de insulina y 
regular la hiperglucemia postprandial. Fundamentalmente están representadas por el 
péptido similar al glucagón tipo 1 (GLP-1, glucagon-like peptide 1), el polipéptido 
inhibidor gástrico (GIP, gastric inhibitory polypeptide) y el péptido YY (PYY). GLP-1 y 
PYY son las hormonas intestinales que mayor asociación han mostrado con algunos 
grupos bacterianos, en concreto con aquellos que incrementan la producción de 
AGCC o indol (Chimerel y cols., 2014). El acetato y el propionato son los activadores 
más potentes de GPR43, un receptor localizado en las células enteroendocrinas, cuya 
activación promueve la secreción de GLP-1 y ayuda a regular la glucemia (Tolhurst y 
cols., 2012). De la misma forma, se ha observado que los AGCC producidos por la 
microbiota (propionato y butirato) interaccionan con GPR41 en las células L 
intestinales e incrementan la secreción de PYY (Samuel y cols., 2008). Además 
algunas especies del género Lactobacillus, como L. gasseri o L.casei, han demostrado 
mejorar la RI al aumentar la expresión de PI3K, IRS2, AKT2, AMPK o GLUT en el 
hígado y músculo de modelos diabéticos (Kang y cols., 2013; Li y cols., 2017). L. 
rhamnosus aumenta el nivel de adiponectina en el tejido adiposo blanco, favoreciendo 
la sensibilización a la insulina en los tejidos periféricos (Singh y cols., 2017). 
Como se puede observar en estos apartados, existe un importante vínculo entre la 
producción de AGCC por la microbiota, las hormonas enteroendocrinas, la sensibilidad 
a la insulina y la homeostasis de la glucosa (Tabla 2), lo que nos permite resaltar la 
importancia de modular la microbiota a través de una adecuada alimentación para 
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Tabla 2. AGCC e implicación sobre la salud. 












Metabolismo: antilipolítico, aumento de la sensibilidad a la insulina y gasto 
energético, secreción de GLP-1 y PYY, diferenciación de preadipocitos y 
control del apetito 
Inmune: expansión y diferenciación de células Treg, aumento de células T 
contra bacterias patógenas, quimiotaxis de neutrófilos. 
Circulación sistémica 
(efectos diversos en 






















Metabolismo: antilipolítico, aumento de la sensibilidad a la insulina y gasto 
energético, secreción de GLP-1 y PYY, diferenciación de preadipocitos y 
control del apetito 
Inmune: expansión y diferenciación de células Treg, aumento de células T 
contra bacterias patógenas, quimiotaxis de neutrófilos. 
Metabolismo: aumento del gasto energético, tasa de consumo de oxígeno, 
expresión de leptina, disminución de la ingesta de alimentos, aumento de 
la expresión de PYY y gluconeogénesis intestinal. 
Inmune: hematopoyesis de células dendríticas de médula ósea, aumento 
de células Treg e inmunidad protectora. 
Metabolismo hepático 
(Gluconeogénesis 
hepática e intestinal) 
Saciedad y 
disminución de la 



















Metabolismo: aumento del gasto energético, tasa de consumo de oxígeno, 
expresión de leptina, disminución de la ingesta de alimentos, aumento de 
la expresión de PYY y gluconeogénesis intestinal. 
Inmune: hematopoyesis de células dendríticas de médula ósea, aumento 
de células Treg e inmunidad protectora. 
Metabolismo: antilipolítico y disminución de triglicéridos 
Inmune: mejora de la barrera epitelial, aumento de la generación de 
células Treg, células T productoras de IL-10 y disminución de las células 
Th17 proinflamatorias  
Fuente de energía 
para los colonocitos 
Aumento de la 
secreción de mucina 
Inhibición de histona 
desacetilasas 
Modificada de Koh y cols. (2016). GLP-1, péptido similar al glucagón tipo 1; GPR, receptores acoplados a proteínas G; IL-10, interleuquina 10; PYY, 
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2.4.3. Microbiota intestinal, integridad de barrera e inflamación 
La barrera gastrointestinal es una frontera fisiológica que limita el contacto entre el 
contenido luminal y las células intestinales, evitando el paso de bacterias comensales, 
patógenos y antígenos alimentarios que puedan llegar a la circulación sistémica. En el 
colon se compone de una barrera epitelial constituida en su mayoría por colonocitos, 
los cuales están fuertemente interconectados por uniones estrechas y proteínas de 
adhesión; y una capa mucosa que se relaciona de forma directa con la salud del 
huésped (Martin & Devkota, 2018). Ambas interaccionan de forma directa con la 
microbiota intestinal y sus metabolitos, proporcionando una homeostasis de barrera 
adecuada. Se ha propuesto la pérdida de la integridad de barrera como un impulsor de 
la inflamación crónica de bajo grado que se observa en la DMT2 (Cani y cols., 2007). 
La base bioquímica de la permeabilidad intestinal sigue siendo investigada, pero 
parece deberse a una interacción entre la dieta, la microbiota intestinal y sus 
metabolitos (Desai y cols., 2016). 
En la DMT2 se producen en el colon tanto cambios funcionales como morfológicos 
que son indicativos de una deficiente integridad de barrera intestinal (Zhao y cols., 
2017). Estas modificaciones podrían estar motivadas por la combinación de 
hiperglucemia y disbiosis, las cuales se ha relacionado con mayor permeabilidad 
intestinal, translocación de productos bacterianos a circulación sistémica y posible 
colonización de patógenos oportunistas (Martin & Devkota, 2018). Todo ello parece 
contribuir a la inflamación crónica de bajo grado que se asocia a esta patología, donde 
la producción excesiva de citoquinas como IL-6, IL-1, IL-8 o TNFα, dificultan la 
señalización de insulina, favorecen la RI y el desarrollo de alteraciones asociadas 
(Cani y cols., 2007). Shi y cols. ya demostraron que las bacterias intestinales pueden 
iniciar el estado inflamatorio característico de la DMT2 y la obesidad a través de la 
actividad del lipopolisacárido (LPS) o endotoxina, un componente de las paredes 
celulares de bacterias Gram-negativas que se une a TLR-4 (Toll-like receptor 4) de las 
células inmunes innatas y desencadena una respuesta proinflamatoria (Shi y cols., 
2006). La microbiota intestinal se considera el principal reservorio de LPS en el 
organismo. En el caso de la DMT2, una dieta con alto contenido en grasas, la 
disbiosis, la descomposición de la integridad y el aumento de la permeabilidad 
intestinal favorecen la translocación de LPS desde la luz intestinal al torrente 
sanguíneo, causando lo que se conoce como endotoxemia metabólica (Gomes y cols., 
2017). El LPS liberado por la microbiota intestinal puede activar TLR-4 en los islotes 
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la función y viabilidad de las células β, retroalimentando el círculo vicioso de la DMT2 
(Puddu y cols., 2014). 
Anteriormente se ha hecho referencia a los AGCC como reguladores del 
metabolismo de los hidratos de carbono y las grasas, pero es importante destacar que 
estos compuestos orgánicos pueden actuar como inmunorreguladores al reducir la 
producción de citoquinas proinflamatorias tanto en las células inmunes como de forma 
local (Moffa y cols., 2019). La administración de butirato a animales alimentados con 
dieta rica en grasa, mejora la esteatosis e inflamación hepáticas, fundamentalmente 
debido a a la reducción de TNFα, IL-1β e IL-6 (Raso y cols., 2013). También pueden 
estimular la producción de células T reguladoras y equilibrar el status inflamatorio al 
suprimir su componente proinflamatorio (Arpaia y cols., 2013). Por otra parte, los 
AGCC regulan la integridad de la barrera intestinal al inducir la secreción de IL-18 por 
las células epiteliales intestinales, péptidos antimicrobianos, mucina, y regular al alza 
la expresión de las uniones estrechas (Sun y cols., 2017). La bibliografía actual 
describe efectos similares de los AGCC en los diferentes tejidos del organismo y 
células inmunes como consecuencia de la ubicuidad de sus receptores (FFAR/GPCR), 
aunque la gran mayoría de autores hacen hincapié en la capacidad de modular la 
función de leucocitos y adipocitos e inhibir la producción de citoquinas proinflamatorias 
(Puddu y cols., 2014; Roelofsen y cols., 2010). 
Teniendo en cuenta toda esta información, podemos definir a la DMT2 como una 
patología multifactorial de la que todavía se tienen grandes dudas. En la actualidad se 
desconoce cuál es el factor desencadenante, por lo que de momento es necesario 




El algarrobo (Ceratonia siliqua L.) es un árbol de hoja perenne de la familia 
Fabaceae que se encuentra en países de la región mediterránea, fundamentalmente 
en España, Italia, Marruecos, Grecia, Chipre, Turquía y Siria. Se pueden cultivar en 
áreas con poca lluvia ya que no requieren grandes cuidados, pudiendo alcanzar hasta 
los 150 años. Antiguamente, su fruto era muy utilizado tanto para la alimentación 
humana como animal, pero la mejora del nivel de vida determinó casi exclusivamente 
su utilización como forraje para la cría de ganado (Papaefstathiou y cols., 2018; 
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La fruta del algarrobo recibe el nombre de algarroba y es la principal materia prima 
usada en la industria. Es una vaina coriácea, de color marrón y superficie arrugada, 
cuya estructura alargada es aproximadamente de 10-30 cm de largo, 1,5-3,5 cm de 
ancho y 1 cm de espeso. La vaina está compuesta de la pulpa, constituida por una 
parte más externa (pericarpio) y una región interna más suave (mesocarpio) que 
conforman el 90% del fruto; y las semillas que constituyen el 10% restante 
(Papaefstathiou y cols., 2018). De forma general, las algarrobas contienen un 48-56% 
de azúcar (principalmente sacarosa, fructosa y glucosa), 3-4% de proteína, 0,2-0,6% 
de grasa y un alto contenido de fibra dietética, pero su composición es diferente en 
relación a la parte del fruto a la que hagamos referencia (Ayaz y cols., 2007; 
Naghmouchi y cols., 2009; Papaefstathiou y cols., 2018). La pulpa de algarroba tiene 
un alto contenido en azúcar, fibra, minerales y polifenoles (con gran proporción de 
taninos condensados), mientras que las semillas son más ricas en grasas y pobres en 
azúcares en comparación con la pulpa (Stavrou y cols., 2018). Cabe mencionar que su 
composición varía en función de la región de cultivo y la etapa de crecimiento, 
encontrando una mayor variabilidad en humedad, azúcares, fibra dietética, proteínas, 
grasas y polifenoles (Figura 6) (Gharnit & Ennabili, 2016; Gubbuk y cols., 2010; 
Naghmouchi y cols., 2009). 
Las semillas de algarroba se utilizan fundamentalmente para la producción de una 
harina denominada goma de algarroba o garrofín, cuyas propiedades espesantes, 
estabilizantes y aromatizantes confieren notables usos en la tecnología de los 
alimentos. Asimismo, también se usa en la industria farmacéutica como un agente 
portador para la liberación controlada de fármacos o por sus propiedades beneficiosas 
frente a las enfermedades gastrointestinales. Por otra parte, la vaina de algarroba ha 
despertado gran interés por su potencial nutricional, principalmente por ser una fuente 
muy rica de fibra dietética y compuestos bioactivos. Entre sus aplicaciones lo 
encontramos como sustituto del cacao, en diferentes productos de panadería y 
confitería, en alimentos funcionales como bebidas lácteas a base de algarroba o con 
aplicaciones biotecnológicas (Goulas y cols., 2016; Stavrou y cols., 2018; Zhu y cols., 
2019). Actualmente, diversos estudios han demostrado los beneficios asociados al 
consumo de la pulpa de algarroba, especialmente por su elevada cantidad de fibra, 
ciclitoles y la gran diversidad de polifenoles que contiene, entre los que destacamos a 
los taninos condensados, también conocidos como proantocianidinas (PACs). Todos 
ellos se han relacionado con efectos antioxidantes, antidiabéticos, antidiarreicos, 
antihiperlipémicos y anticancerosos, fomentando su uso en diferentes patologías 
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Figura 6. Principales componentes de la pulpa y semilla de la algarroba. 
3.1. Fibra dietética como componente principal de la pulpa de algarroba. 
La fibra dietética es un grupo heterogéneo de componentes alimenticios que son 
resistentes a la digestión y absorción en el intestino delgado pero que sufren una 
fermentación parcial o completa en el intestino grueso. Comúnmente se clasifica en 
fibra insoluble, escasamente fermentable y en cuya acepción se recoge a la celulosa, 
hemicelulosa de tipo B y lignina; y fibra soluble, viscosa y fermentable, donde se 
encuentran las hemicelulosas de tipo A, pectinas, gomas y mucílagos, entre otros 
(Sánchez-Muniz, 2012). La fibra predominante en la pulpa de algarroba es de tipo 
insoluble y no fermentable, aunque durante el proceso de extracción con agua, se 
arrastra una pequeña cantidad de fibra soluble e hidratos de carbono simples que no 
suponen más del 2% (Goulas y cols., 2016; Rtibi y cols., 2017). La producción de la 
fibra de algarrobo comienza con la eliminación de las semillas, que se procesan por 
separado para la obtención de la goma de algarrobo, obteniéndose una matriz viscosa 
compuesta de celulosa, hemicelulosa y lignina. Estos polisacáridos suelen ir unidos a 
diferentes componentes fenólicos a través de enlaces de hidrógeno entre los grupos 
hidroxilo de los polifenoles y los átomos de oxígeno de los enlaces glucosídicos de los 
polisacáridos, aunque también pueden presentar interacciones hidrofóbicas y enlaces 
covalentes (Figura 7). Esta asociación favorece la llegada de los polifenoles al colon, 
donde sufren un proceso de biotransformación por la microbiota intestinal para generar 
diferentes metabolitos activos que son transportados al torrente sanguíneo para su 
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Figura 7. Tipos de interacciones entre polifenoles y fibra dietética 
Imagen obtenida de Zhu y cols. (2019) 
3.2. Polifenoles asociados a la pulpa de la vaina de algarroba. 
Los polifenoles o compuestos fenólicos son un amplio grupo de compuestos 
orgánicos derivados del metabolismo secundario de las plantas y en cuya estructura 
contienen un anillo aromático con uno o más grupos hidroxilo. En el reino vegetal 
desempeñan numerosas funciones como defensa frente a patógenos, resistencia a 
enfermedades, regulación del crecimiento, etc.; además de ser responsables del sabor 
y color de las plantas (Stavrou y cols., 2018). Los compuestos polifenólicos se dividen 
generalmente en varias clases, de acuerdo con los anillos de fenol que contienen y las 
diferencias estructurales en la unión entre estos anillos. Los polifenoles se clasifican 
en subcategorías dependiendo de su estructura, encontrando compuestos más 
simples como los ácidos fenólicos o mucho más complejos como las PACs. 
Generalmente, su clasificación se centra en el número de átomos de carbono 
presentes en su estructura donde se encuentran los ácidos fenólicos, flavonoides, 
taninos (hidrolizables y condensados), estilbenos y lignanos (Spencer y cols., 2008).  
La presencia de estos compuestos bioactivos dentro del fruto del algarrobo, al 
igual que en otras plantas, varía en función de los factores abióticos presentes en la 
zona de cultivo. Asimismo, es importante destacar que la composición polifenólica se 
ve modificada en función de si nos referimos a las semillas o a la pulpa 
(Papagiannopoulos y cols., 2004). Esta segunda fracción contiene una mayor cantidad 
y diversidad de polifenoles en comparación con las semillas, estableciéndose una 
media de entre 45-5376 mg de equivalentes de ácido gálico por 100g de extracto seco 
(Goulas y cols., 2016; Rico y cols., 2019). Tal y como se aprecia en la Tabla 3, los 
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flavonoides. Su estructura química consta de un esqueleto difenilpropano (C6-C3-C6) 
formado por dos anillos aromáticos (A y B) unidos a entre sí a través de tres átomos 
de carbono que conforman un heterociclo oxigenado (C). Los flavonoides se dividen 
en diferentes subcategorías en función del estado de oxidación del heterociclo, 
encontrándose flavanonas, flavonoles, flavonas, isoflavona, antocianidinas y 
flavanoles. 
Tabla 3. Principales polifenoles encontrados en la algarroba 




Ésteres galoilo de 
flavanol 






Hidroxiflavonas, apigenina, crisoeriol, 
luteolina, tricetina 3', 5' dimetiléter 
Glucósidos de flavona Glucósido metoxi-genkwanina 
Flavanonas Naringenin, eriodictyol 
Glucósidos de flavanona Glucósido de naringenina 
Flavonoles 
Kaempferol, miricetina, quercetina e 
isorhamnetin 
Glucósidos de flavonoles 
Glucósidos de kaempferol, miricetina y 
quercetina 
Derivados de galatos Galato de metilo 
Isoflavonas Genisteína y derivados 
Glucósidos de isoflavona Glucósido de genisteína 
Ácidos fenólicos 
Ácido 3,4-dihidroxibenzoico, ácido 4-
hidroxibenzoico, ácido cinámico, ácido 
cafeico, ácido cumárico, ácido elágico, ácido 
ferúlico, ácido gálico, ácido siringico, ácido 
vanilico 
Taninos 
Derivados de galloil-β-D-glucosa, 
procianidinas, proantocianidinas, 




Ácidos fenólicos Ácido gálico y vanílico 
Taninos Ácido tánico 
Trihidroxibenceno Pirogalol 
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3.2.1. Proantocianidinas o taninos condensados 
Los flavanoles reciben su nombre por estar formados por unidades de flavan-3-ol, 
las cuales se unen dando lugar a estructuras poliméricas que conforman uno de los 
compuestos de mayor interés dentro de la pulpa de algarroba, las PACs. Este tipo de 
polifenoles se clasifican de acuerdo al número unidades de flavan-3-ol en su estructura 
(grado de polimerización), la posición de los grupos hidroxilo en los anillos aromáticos 
y la configuración espacial que origine la molécula (Rauf y cols., 2019). Teniendo en 
cuenta el grado de polimerización, en la naturaleza se pueden encontrar monómeros, 
dímeros, trímeros, tetrámeros o polímeros (grado de polimerización de 1, 2, 3, 4 ó >4, 
respectivamente) (Ou & Gu, 2014). Asimismo, según el patrón de hidroxilación se 
pueden observar PACs compuestas por unidades de catequina y epicatequina, 
denominadas en conjunto procianidinas; aunque en menor medida también 
encontramos propelargonidina (unidades de (epi) afzelequina) o prodelfinidina 
(unidades de (epi) galocatequina), entre otras (Ferreira & Slade, 2002). Por último, 
atendiendo a la clasificación estructural, las PACs se dividen en dos grandes grupos 
(A y B) en función del tipo de unión que presenten. En el grupo B, las unidades de 
flavan-3-ol se encuentran unidas por un enlace carbono-carbono entre las posiciones 4 
y 6 (C4-C6) ó 4 y 8 (C4-C8) (Figura 8). Estas PACs del grupo B suelen estar 
constituidas en gran medida por unidades de procianidinas, siendo las más 
abundantes las de unión C4-C8. Las PACs de tipo A, además del enlace interflavánico 
del tipo B, presentan una unión adicional entre el carbono C2 y el hidroxilo del carbono 
C7, conociéndose muy pocas fuentes naturales con este tipo de enlace. 
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3.2.1.1. Biotransformación de las proantocianidinas 
Las PACs son conocidas por su baja absorción intestinal como consecuencia de 
su naturaleza polimérica y su elevado peso molecular, pudiéndose establecer una 
relación inversa entre el grado de polimerización y la tasa de absorción (Ou & Gu, 
2014). De forma general, en alimentos como los arándanos, uvas o algarrobo 
encontramos PACs con un grado de polimerización superior a 4, lo que condiciona 
notablemente su absorción y favorece su llegada al colon, donde son metabolizadas 
por la microbiota. Las diferencias encontradas en los estudios de biodisponibilidad de 
PACs in vitro e in vivo, sugieren un importante papel de la microbiota, por lo que 
describiremos de forma detallada el proceso de biotransformación que sufren las 
estructuras más pequeñas frente a los polímeros. 
Metabolismo y absorción de monómeros, dímeros y oligómeros de PACs: como 
hemos señalado, la biodisponibilidad depende del grado de polimerización. Así, las 
PACs más pequeñas difunden de forma pasiva haciéndose bioaccesibles para los 
enterocitos del intestino delgado (Deprez y cols., 2001). Estudios en humanos y 
animales han demostrado que los monómeros de flavan-3-ol, fundamentalmente (+)-
catequina y (-)-epicatequina, pueden absorberse en el intestino delgado (Rein y cols., 
2000; Spencer y cols., 2001; Yang y cols., 1998). Sin embargo, los oligómeros de 
PACs han revelado grandes diferencias y tasas de absorción, encontrando autores 
como Spencer que describieron un proceso de despolimerización en mezclas de (-)-
epicatequina en su paso por fluido gástrico simulado, facilitando su absorción (Spencer 
y cols., 2000); y otros como Ríos o Serra que afirmaron la estabilidad de las 
procianidinas en su paso por el estómago e intestino delgado (Rios y cols., 2002; 
Serra y cols., 2010). Actualmente se afirma que las discrepancias y diferencias entre la 
biodisponibilidad de este tipo de polifenoles se deben al modelo de estudio y el tipo de 
PACs utilizados, confirmándose que los oligómeros con un grado de polimerización 
inferior a 5 son absorbibles en el intestino delgado (Ou & Gu, 2014). 
Fisiológicamente, las PACs que atraviesan el enterocito son tratadas como 
xenobióticos, sufriendo un primer proceso de glucuronidación por la uridina 5'-difosfo-
glucuronosiltransferasa (UGT) en la parte luminal del retículo endoplásmico. 
Posteriormente, cuando estos compuestos son absorbidos y llegan al hígado, 
necesitan una sulfatación y metilación por parte de las sulfotransferasas citosólicas 
(SULT) y la catecol O-metiltransferasa (COMT) (Choy & Waterhouse, 2014). Estos 
compuestos al ser excretados por la bilis, pueden regresar por la circulación 
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Metabolismo y absorción de polímeros de PACs: la gran mayoría de oligómeros y 
polímeros de PACs ingeridos, llegan al colon sin sufrir ningún tipo de transformación. 
Sin embargo, la microbiota parece jugar un papel esencial en la biotransformación de 
este flavonoide, ya que en la orina de ratas alimentadas con procianidinas se encontró 
un metabolito derivado de este tipo de polifenoles, el ácido 3-(3’-hidroxifenil)-
propiónico (Griffiths, 1962). Años más tarde, este autor confirmó su hipótesis y reveló 
la importancia de la acción biotranformadora de la microbiota al observar diferentes 
metabolitos en la orina de ratas tratadas o no con antibióticos y alimentadas con (+)-
catequina (Griffiths, 1964; Choy & Waterhouse, 2014). Este trabajo supuso un avance 
enorme en la investigación del catabolismo de las proantocianidinas por la microflora 
intestinal, así como el posible efecto prebiótico que éstas podrían ejercer, regulando 
las vías de señalización celular y protegiendo la integridad de la barrera intestinal. 
 
Figura 9. Catabolismo microbiano de un dímero de procianidina B2 
Imagen modificada de Ou & Gu (2014).  
Según Ou & Gu (2014) el proceso de biotransformación de las PACs varía en 
función de los grupos bacterianos presentes en el colon, así como el tipo de PACs 
ingerido. Estos autores utilizando un dímero de procianidina B2 (1) observaron que 
inicialmente las bacterias cortan el anillo C epicatequina en la posición C2 para formar 
(2) u oxidar el anillo A para formar los metabolitos (3) y (4). La microflora también 
puede escindir el enlace interflavan para convertir la procianidina B2 en dos (-)-
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metabolitos monoméricos (5, 6) pueden ser a su vez degradados por la microflora 
intestinal, generando 5-(3', 4'-dihidroxifenil)-γ-valerolactona (7A), que puede ser 
metilada por catecol O-metiltransferasa para formar 5-(3 'methyoxyl, 4'-dihidroxifenil)-γ-
valerolactona (7B). La microflora también puede eliminar un grupo hidroxilo de 7A para 
formar la 5-(3'-hidroxifenil)-γ-valerolactona (indicada en 7C). La deshidroxilación 
microbiana de los metabolitos se produce favorablemente en la posición C4 y en las 
cadenas laterales alifáticas, originando fenilvalerolactonas (8) que pueden degradarse 
lentamente en ácidos fenilvaléricos (9) tras la deshidroxilación de la cadena lateral. El 
acortamiento progresivo de la cadena alifática por oxidaciones α y β genera ácido 
fenilpropiónico (10), ácido fenilacético (11) y derivados del ácido benzoico (Figura 9) 
(Ou & Gu, 2014; Ou y cols., 2014). 
De forma general, los compuestos mayoritarios procedentes del catabolismo de 
las PACs a nivel colónico son los ácidos fenólicos simples como los ácidos 
hidroxibenzoico, hidroxifenilacético, hidroxifenilpropinoico, hidroxifenilvalerico, 
hidroxicinámico, y sus formas dihidroxiladas. Se ha propuesto que Clostridium y 
Eubacterium son los principales géneros bacterianos involucrados en la 
metabolización de las PACs (Cires y cols., 2016). Finalmente, los metabolitos 
generados pueden ser absorbidos o conjugados en el hígado antes de ser eliminados 
por la orina (Choy & Waterhouse, 2014; Ou & Gu, 2014; Rauf y cols., 2019). 
3.3. Beneficios para la salud derivados del consumo de algarroba 
Numerosos estudios han atribuido propiedades beneficiosas al consumo de 
algarroba y sus derivados, tanto en estado de salud como en algunas patologías 
crónicas (Goulas y cols., 2016; Rtibi y cols., 2017; Zhu y cols., 2019). En este apartado 
describiremos los principales efectos beneficiosos atribuidos en la literatura a este 
vegetal y/o a sus extractos, tanto a nivel local, derivados de su paso a lo largo del 
tracto gastrointestinal; como a nivel periférico, asociados a los metabolitos activos 
producidos por fermentación colónica. Tal y como se ha comentado anteriormente, 
algunos polifenoles como las PACs atraviesan sin modificación el tracto 
gastrointestinal superior, y alcanzan el colon, donde son sustrato para la microbiota 
intestinal. En este proceso de biotransformación, se generan metabolitos que se 
distribuyen por todo el organismo y ejercen diferentes funciones, de las cuales aún no 
se conoce su mecanismo de acción. Las funciones beneficiosas más relevantes 
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3.3.1. Efecto antioxidante de la algarroba y sus productos derivados 
Las células son capaces de regular la respuesta al estrés oxidativo en función de 
la cantidad de ROS, activando genes que responden a los cambios del estado redox 
(Schieber & Chandel, 2014). Asimismo, diversos componentes de los alimentos como 
los polifenoles protegen a la célula frente a este desequilibrio al reducir la carga de 
ROS y modificar las vías de señalización implicadas en la maquinaria antioxidante, 
destacando la vía de activación del factor de trascripción Nrf2 que promueve la 
expresión de enzimas antioxidantes El potencial antioxidante de la algarroba y sus 
productos varía en función de la zona de origen, variedad, estado de maduración y la 
parte del fruto seleccionada, los cuales condicionan, a su vez, su composición 
polifenólica (Custodio y cols., 2011). El consumo de algarroba y sus productos 
derivados reducen, entre otros aspectos, la producción de ROS y la alteración del 
sistema de glutation hepático en ratas obesas (Fernández-Iglesias y cols., 2014), 
mejora la disfunción mitocondrial del tejido adiposo marrón asociada a una dieta 
obesogénica (Pajuelo y cols., 2012), y contrarresta la lipoperoxidación gástrica 
inducida por etanol en ratas Wistar (Rtibi y cols., 2015). Por otra parte, se ha 
comprobado en estudios in vitro con extractos de algarroba las propiedades 
antioxidantes mediante la determinación de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), 
formación de peroxidación lipídica a través de sustancias reactivas al ácido 
tiobarbitúrico (TBARS) o malondialdehído (MDA) (Bastida y cols., 2009; Roseiro y 
cols., 2013; Sebai y cols., 2013). Por otro lado, y dada la riqueza en PACs de la vaina 
de algarroba, cada vez es mayor su importancia económica y en el campo de la salud 
atendiendo a su efecto antioxidante. Especialmente se han señalado sus efectos tanto 
a nivel local en la mucosa colónica, como en los diferentes tejidos del organismo tras 
su biotransformación y transporte, tal y como recogieron (Scalbert y cols., 2002). 
3.3.2. Efecto anticancerígeno de la algarroba y sus productos derivados 
Como hemos detallado anteriormente (Tabla 3), la algarroba es rica en 
compuestos fitoquímicos, muchos de los cuales han demostrado tener actividad 
antitumoral, antiproliferativa y proapoptótica (Goulas y cols., 2016). La gran mayoría de 
estudios que describen estos efectos se basan en modelos in vitro realizados con 
diferentes líneas celulares. Los compuestos más estudiados han sido catequina, ácido 
gálico y sus combinaciones, demostrando sus propiedades antiproliferativas al inhibir 
la síntesis de ADN y ser inductoras de apoptosis en líneas celulares de 
hepatocarcinoma y adenocarcinoma colorrectal (Corsi y cols., 2002; Klenovv y cols., 
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3.3.3. Efecto antidiarreico de la algarroba y sus productos derivados 
La diarrea aguda se define como la deposición de heces líquidas 3 o más veces 
en un periodo de 24 horas (Nemeth y cols., 2019). Se ha observado que la algarroba, 
cuya composición se basa en azúcares, fibra y PACs, es una adecuada alternativa 
nutricional para el tratamiento de la diarrea (Theophilou y cols., 2017). En primer lugar 
la fibra insoluble de la algarroba ha demostrado efectos muy positivos sobre la diarrea 
en lactantes de entre 3 a 21 meses de edad (Loeb y cols., 1989). Es conocida el papel 
de la fibra dietética, fundamentalmente insoluble regulando la excreción fecal, en virtud 
de garantizar un volumen fecal adecuado (Sánchez-Muniz, 2012). De la misma forma, 
la rehidratación oral combinada con jugo de algarroba redujo en un 45% la presencia 
de diarrea en niños hospitalizados por dicha sintomatología (Aksit y cols., 1998). En 
segundo lugar, las PACs son ampliamente conocidas por sus propiedades 
astringentes y antimicrobianas. Su consumo se ha asociado a una menor adherencia 
de Escherichia coli en las células epiteliales intestinales, lo que justificaría la 
efectividad de los estudios anteriormente mencionados (Guggenbichler, 1983). 
3.3.4. Efecto antidiabético de la algarroba y sus productos derivados 
El control de la glucemia, especialmente durante la hiperglucemia postprandial, 
supone una de los retos más importantes para aquellos pacientes con DMT2. Es por 
ello, que como terapia combinada para el control de la glucosa plasmática se ha 
incrementado el consumo de numerosos compuestos de origen vegetal (Bindu & 
Narendhirakannan, 2018; Solayman y cols., 2016). Entre ellos se encuentra la 
algarroba y sus productos derivados, cuyo consumo es capaz de mejorar 
sensiblemente el metabolismo de los hidratos de carbono (Rtibi y cols., 2017) y de 
mostrar propiedades hipoglucemiantes tanto en modelos animales como en el hombre. 
Su elevada concentración de fibra dietética reduce y retrasa la absorción de glucosa 
en el tracto gastrointestinal, minimizando los riesgos de la hiperglucemia postprandial 
(Zhu y cols., 2019). Asimismo, en el caso de la pulpa o vaina de algarroba, la gran 
presencia de PACs podría reducir la digestión de los hidratos de carbono al inhibir las 
enzimas α-amilasa y α-glucosidasa, limitando la absorción de glucosa (Custodio y 
cols., 2015). Estos efectos pueden deberse, entre otros aspectos, a la presencia de ᴅ-
pinito, un ciclitol presente en la algarroba, que ha mostrado propiedades 
insulinomiméticas, posiblemente activando la ruta InsR/IRS/PI3K/AKT (Gao y cols., 
2015; Lambert y cols., 2018). A pesar de que existen algunos estudios que señalan el 
potencial antidiabético de la algarroba, la evidencia actual sigue siendo limitada y se 
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resume algunos de los mecanismos implicados en la reducción de la digestión y 
metabolismo de los hidratos de carbono por los productos derivados da la algarroba. 
 
Figura 10. Efectos beneficiosos del consumo de PACs en el organismo. 
Los recuadros verdes son indicativos de los efectos descritos para las PACs de la algarroba, 
incluyendo los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral. ↑, incremento/mejora; ↓ 
disminución; COX2, ciclooxigenasa 2; GLUT-2, transportador de glucosa tipo 2; GLUT-4, 
transportador de glucosa tipo 4; IL-6, interleuquina 6; NFĸB, factor nuclear kappa B; PCR, 
proteína C reactiva; SGLT1, cotransportador de sodio-glucosa tipo 1; TNFα, factor de necrosis 
tumoral α. 
3.3.5. Efecto hipolipemiante de la algarroba y sus productos derivados 
La propiedad hipolipemiante de la fibra dietética es ampliamente conocida, 
permitiendo establecer una asociación inversa entre su consumo y el desarrollo de 
ECV (Sánchez-Muniz, 2012). Según este mismo autor, aunque el mecanismo no está 
completamente definido, la fibra dietética atraparía en su malla cantidades variables de 
sales biliares, disminuyendo el retorno de estos componentes al hígado por el ciclo 
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activación enzimática hepática de la enzima colesterol 7 alfa-hidroxilasa, con la 
transformación de colesterol en ácido cólico y la consiguiente disminución del “pool” de 
colesterol libre hepático. Este efecto implicaría, por un lado, menores niveles de 
colesterol libre para ser empaquetados en las VLDL y, por otro, un mecanismo eficaz 
de regulación de las lipoproteínas aterogénicas, a través de regular la expresión de los 
receptores para apoE/B100. Según Brown & Goldstein (1997) la disminución del “pool 
de colesterol libre”, se regularía a través de la expresión del factor de transcripción 
SREBP. A su vez, según Dietschy (1998), la reducción del “pool” de colesterol libre 
induce una mayor transcripción de mRNA para los receptores de lipoproteínas 
aterogénicas conteniendo apoE/apoB100. Ruiz-Roso y cols. evaluaron el efecto 
hipocolesterolemiante del consumo de fibra insoluble de algarroba en pacientes 
hipercolesterolémicos. Los resultados reflejaron una marcada reducción del colesterol 
total, LDL y triglicéridos plasmáticos tras 4 semanas consumiendo 8 gramos de 
extracto de algarroba (Ruiz-Roso y cols., 2010). Otros autores también encontraron 
resultados similares con diferentes fracciones de la algarroba (Zavoral y cols., 1983; 
Zunft y cols., 2003). El efecto hipolipemiante parece ser consecuencia de una serie de 
factores: aumento en la excreción de ácidos biliares, lo que produciría una mayor 
demanda de su precursor, el colesterol; reducción de la absorción de lípidos, con su 
consiguiente eliminación fecal por el efecto arrastre de la fibra dietética; inhibición de la 
síntesis endógena por la acción de los AGCC generados en el colon; o por un 
aumento del metabolismo lipoproteico (Ruiz-Roso y cols., 2010).  
 
4. La dieta como tratamiento para las enfermedades crónicas 
Hace apenas 100 años, los agentes infecciosos eran la principal causa de 
enfermedad. A día de hoy, los estudios epidemiológicos han demostrado que la dieta 
juega un papel esencial en el riesgo de desarrollo de enfermedades crónicas, 
demostrándose que los patrones alimentarios inadecuados ejercen un marcado efecto 
sobre la salud (Schulze y cols., 2018; Shivappa, 2019). Los cambios en los hábitos 
alimentarios que caracterizan la “transición nutricional” se basan fundamentalmente en 
dietas desbalanceadas con mayor densidad energética, en las que prevalecen las 
grasas, especialmente saturadas, y azúcares simples; en detrimento de frutas y 
verduras, que aportan hidratos de carbono complejos y grasas. A su vez, el reducido 
gasto calórico como consecuencia de la inactividad física, contribuye a un balance 
energético positivo que conduce al desarrollo de enfermedades crónicas (Sánchez-
Muniz & Sánz-Pérez, 2016). Esto va en contra de lo que ya predicaba Hipócrates en el 
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lo que se gasta (el ejercicio). Este tipo de alimentación aumenta el riesgo de padecer 
ECV, obesidad, síndrome metabólico y DMT2, lo que supone un grave problema de 
salud pública a nivel mundial (Bellou y cols., 2018; IDF, 2019). Las actividades de 
prevención dirigidas a reducir este tipo de patologías se fundamentan en una dieta y 
estilo de vida saludables, tal y como recoge Sánchez-Muniz en las recomendaciones 
para reducir el riesgo de sufrir ECV (Sánchez-Muniz y cols., 2013). 
4.1. Intervención nutricional en la DMT2 
El tratamiento dietético de la DM ha sido descrito desde la antigüedad, 
encontrándose las primeras referencias en el papiro de Ebers, el cual data de 1550 
a.C (Khazrai y cols., 2014). En la actualidad, aunque la modificación del estilo de vida 
y la dietoterapia se consideran las piedras angulares de la prevención y el tratamiento 
de la DMT2, no existe un consenso definitivo sobre qué tratamiento dietético es el más 
apropiado para prevenir el desarrollo de la patología, controlar la hiperglucemia e 
inducir una pérdida de peso duradera (Neuenschwander y cols., 2019). 
La terapia nutricional se puede enfocar a dos grandes objetivos. El primero de 
ellos, dirigido a prolongar al máximo el tiempo desde que se detecta un metabolismo 
anormal de la glucosa (prediabetes) hasta que se instaura la enfermedad; y el 
segundo, centrado en prevenir y controlar las complicaciones de la DM (Khazrai y 
cols., 2014). Una vez que la persona ya tiene DMT2, la dietoterapia se centra en este 
segundo objetivo, buscando reducir el peso corporal y mantener niveles de glucosa y 
lípidos lo más normales posibles, ya que se ha observado que la reducción del peso 
corporal mejora notablemente la sensibilidad a la insulina (American Diabetes 
Association, 2020; Muoio & Newgard, 2008). Varios metaanálisis que describen el 
papel de la dieta sobre la incidencia de DMT2 asocian de forma inversa alimentos 
concretos (granos integrales, yogur, café, té y grasas vegetales) y el desarrollo de esta 
patología (Neuenschwander y cols., 2019). Sin embargo, los efectos derivados de un 
solo alimento no tienen suficiente poder estadístico para poder establecer una relación 
clara entre consumo y reducción del riesgo. Esta asociación entre dieta y riesgo es 
mucho más evidente en el caso de las dietas completas, según se deduce de algunas 
revisiones o metanálisis, situando a la dieta Mediterránea, la DASH (Dietary 
Approaches to Stop Hypertension) y la AHEI (Alternative Healthy Eating Index) entre 
las que mayor potencial han mostrado para prevenir la DMT2 (Jannasch y cols., 2017). 
La Tabla 4 muestra los posibles efectos beneficiosos de seguir un patrón nutricional 
concreto sobre los diferentes objetivos a abordar por parte de los profesionales de la 
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Es importante remarcar que no existe una dieta o un patrón nutricional de 
referencia (“Gold standard”) para todos los pacientes con DMT2. La intervención 
nutricional debe hacerse de forma individualizada, ajustándose, dentro de lo posible, a 
las características y preferencias de cada persona y grado de desarrollo de la 
enfermedad. La ADA establece una serie de puntos clave a cumplir durante la 
dietoterapia (American Diabetes Association, 2020; Evert y cols., 2019): 
 Promover y apoyar patrones de alimentación saludable, haciendo hincapié en una 
variedad de alimentos con gran densidad de nutrientes, con el objetivo de mejorar 
la salud general y específicamente para: 
‒ Mejorar los niveles de HbA1C, presión arterial y colesterol (ajustar el 
objetivo en función de edad, duración de la diabetes, historia clínica y 
condiciones específicas de cada individuo). 
‒ Lograr y mantener objetivos de peso corporal (reducción del 5-7%). 
‒ Retrasar o prevenir complicaciones de la diabetes. 
‒ Promover la actividad física (al menos 150 minutos/semana ≈ 
consumo de 700 kcal/semana). 
 Abordar las necesidades nutricionales individuales de acuerdo a las preferencias 
personales y culturales (mantener el placer de comer), el acceso a opciones de 
alimentos saludables y la capacidad de realizar cambios de comportamiento. 
Intentar mantener el placer de comer  
 Proporcionar herramientas prácticas para la planificación diaria de las comidas. 
 Apoyo en la farmacoterapia en caso de ser necesario. 
También se ha definido como aspecto clave que el porcentaje de energía aportado 
por los hidratos de carbono junto con los ácidos grasos monoinsaturados (AGM) sea 
entre el 60 y el 70%, y que el consumo de fibra dietética sea de >30 g/d (20g/1000 
kcal), asegurando un aporte de cinco o más raciones al día de frutas más verduras, 
más de cuatro raciones/semana de legumbres y que los cereales procedan de grano 
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Tabla 4. Patrones nutricionales con mayor evidencia sobre la prevención y control de la DMT2 
PATRÓN 
NUTRICIONAL 
GRUPOS DE ALIMENTOS BENEFICIOS DESCRITOS 
De estilo 
mediterráneo  
Alimentos vegetales (verduras, legumbres, nueces y semillas, frutas y granos integrales), pescado 
y otros mariscos, aceite de oliva como fuente principal de grasas, bajo/moderado consumo de 
productos lácteos (principalmente yogurt y queso), huevos, ingesta reducida de carne roja y vino 
en cantidades bajas/moderadas. 
Menor riesgo de diabetes. 
Reducción de HbA1c 
Disminución de los triglicéridos. 
Reducción del riesgo de ECV. 
DGA 
Variedad de verduras, frutas (preferiblemente enteras), granos (50% integrales), lácteos bajos en 
grasa, variedad de alimentos proteicos y aceites. 
Este patrón de alimentación limita las grasas saturadas y trans, azúcares añadidos y sodio. 
Reducción de HbA1c 
Reducción de LDL-C 
Reducción del riesgo de ECV. 
Vegetariana o 
vegana  
Los dos enfoques más comunes que se encuentran en la literatura enfatizan la alimentación: 
ovolactovegetariana (ingesta de vegetales, huevos y lácteos) y vegana (desprovista de todos los 
alimentos de origen animal). 
Menor riesgo de diabetes. 
Reducción de HbA1c 
Pérdida de peso 
Reducción de LDL-C 
Bajo en grasa  
Verduras, frutas, almidones (p. ej. Panes, galletas saladas, pastas y granos integrales), alimentos 
ricos en proteínas y bajos en grasa, y productos lácteos bajos en grasa. 
En esta revisión, la dieta baja en grasa se establece con un aporte ≤30% de las kcal totales 
procedente de la grasa, donde las grasas saturadas comprendan ≤10%. 
Reducción del riesgo de diabetes. 
Pérdida de peso 
Muy bajo en 
grasa 
Verduras ricas en fibra, legumbres, frutas, granos integrales, lácteos sin grasa, pescado y claras 
de huevo. Perfil calórico: 70–77% hidratos de carbono (30–60 g/día de fibra), 10% de grasa, 13–
20% de proteína. 
Pérdida de peso 
Disminución de la presión arterial. 
Bajo en hidratos 
de carbono  
Verduras con pocos hidratos de carbono (p. ej. brócoli, coliflor, pepino y repollo) y grasa de 
alimentos de origen animal, aceites, mantequilla y aguacate; proteínas de todas las fuentes 
animales. Evitar alimentos conteniendo almidón y azúcar como pasta, arroz, patatas, pan, dulces. 
En esta revisión, la dieta baja en hidratos de carbono se establece con un aporte del 26-45% de 
las kcal totales procedentes de los hidratos de carbono 
Reducción de HbA1c 
Pérdida de peso 
Disminución de la presión arterial. 
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Muy bajo en 
hidratos de 
carbono 
Similar al patrón bajo en hidratos de carbono, pero con mayor limitación de los alimentos ricos en 
este macronutriente.  
En esta revisión, los hidratos de carbono aportan <26% de las kcal totales. 
Reducción de HbA1c 
Pérdida de peso 
Disminución de la presión arterial. 
Aumento de HDL-C y disminución 
de triglicéridos 
DASH  
Verduras, frutas y productos lácteos bajos en grasa, granos integrales, nueces, aves de corral, y 
pescado. Reducción de sal, grasas saturadas, carnes rojas, dulces y bebidas azucaradas. 
Reducción del riesgo 
Pérdida de peso 
Disminución de la presión arterial. 
Paleo  
Hace referencia a los alimentos teóricamente consumidos durante la evolución humana como la 
carne magra, pescado, mariscos, vegetales, huevos, nueces y bayas. Evita los granos, lácteos, 
sal, grasas trans y azúcares refinados. 
Resultados mixtos 
Evidencia no concluyente 
*Tabla adaptada de Evert y cols., (2019). DASH: Dietary Approaches to Stop Hypertension, DGA: Dietary Guidelines for Americans, ECV: enfermedad 
cardiovascular, HbA1C: hemoglobina glicosilada; HDL-C: colesterol transportado por las lipoproteínas de alta densidad; LDL-C: colesterol transportado por 
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4.2. Importancia de la carne en la dieta 
Los patrones globales de hábitos alimentarios revelan que tanto el consumo 
promedio per cápita de carne como la cantidad total consumida están aumentando 
notablemente, siendo más elevado en los países industrializados, que permite 
establecer una relación positiva entre el nivel de ingresos y el consumo de proteína 
animal (Godfray y cols., 2018; Olmedilla-Alonso y cols., 2013). Utilizando datos 
promedio del consumo de carne a nivel mundial, se estima que cada ser humano 
consume alrededor de 122g/día, de los cuales un tercio es carne de cerdo y aves de 
corral, un quinto carne de res y el resto procede de otras fuentes, como carne de oveja 
o cabra (FAO, 2016). Este incremento viene dado en su mayoría por el mayor 
consumo que se ha observado en zonas del mundo con ingresos medios, 
especialmente en China y Asia Oriental; ya que simultáneamente parece existir una 
estabilización e incluso una ligera disminución del consumo en los países con altos 
ingresos (Godfray y cols., 2018).  
En España, el pollo fue el tipo de carne más consumido en 2018, alcanzando 
aproximadamente 12,6 kg/persona/año, seguido del cerdo y la ternera, que 
contribuyeron con 9,99 y 4,9kg/persona/año, respectivamente. Como se puede 
observar, estos datos revelan la importancia que tiene este grupo de alimentos en la 
alimentación de nuestro país (Celada y cols., 2016). Concretamente, si valoramos la 
contribución de la carne y los productos cárnicos al perfil calórico de la dieta española 
media, se observa que el 4,8% y el 9,8% de las calorías de la dieta provienen de ellos. 
De la misma forma si lo evaluamos en relación a los objetivos nutricionales para la 
población española, que señalan que la dieta debe aportar un 10-15% de las kcal 
totales en forma de proteínas y un máximo del 35% de la kcal totales como grasa, la 
carne y derivados cárnicos aportan el 32,1-48,1% de las proteínas y el 28% de las 
grasas (Celada & Sánchez-Muniz, 2016; Ortega y cols., 2014). También señalar la 
contribución de este grupo de alimentos en micronutrientes, contribuyendo con el 
16,7% de zinc, 13,3-24% de hierro y 17,1-13,4% de selenio a las ingestas dietéticas de 
referencia para la población española (mujeres y hombres, respectivamente) (Moreiras 
y cols., 2003).  
La carne está constituida mayoritariamente por agua (60-80%), proteínas (16-
25%) (aproximadamente el 40% de sus aminoácidos son esenciales) y grasas (1-
30%). Su contenido en hidratos de carbono es casi inexistente, debido que el 
glucógeno de los músculos desaparece casi por completo durante el proceso de 
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no proteicas (aminoácidos libres, péptidos, creatina, nucleótidos, etc.), ácido láctico, 
vitaminas (tiamina, niacina, retinol y vitaminas B6 y B12), pequeña cantidad de vitamina 
D y minerales (hierro hemo y zinc de alta biodisponibilidad, así como fósforo, selenio, 
sodio, potasio y cobalto) (Chizzolini y cols., 1999; Olmedilla-Alonso y cols., 2013; 
Sánchez-Muniz, 2005). Aunque se habla de forma genérica, la composición de la 
carne varía en función del tipo de alimentación del animal, edad, tipo de producto, etc.; 
tal y como se detalla en la Tabla 5, donde se expone una comparativa de la 
composición de carne de vacuno y cerdo teniendo en cuenta su origen. 
Tabla 5. Comparativa de la composición nutricional por 100g de carne magra de 




España EEUU España EEUU 
Energía (kcal)  131 126 155 144 
Proteína (g)  20,7 21 20 21,2 
Grasa (g) 5,4 4 8,3 5,9 
AGS* (g) 2,2 1,4 3,2 2 
AGM* (g) 2,5 1,6 3,6 2,7 
AGP* (g) 0,2 0,2 0,6 0,6 
Tiamina/B1 (mg)  0,1 0,1 0,9 1 
Niacina/B3 (mg)  8,1 6,2 8,7 4,8 
Vitamina B12 (μg)  2 1,5 3 0,7 
Hierro (mg) 2,7 1,8 1,5 0,9 
Cinc (mg) 3,8 3,9 2,5 2 
Selenio (mg) 3 26 14 32,4 
Sodio (mg) 61 54 76 54 
Potasio (mg)  350 323 370 384 
*AGS, ácidos grasos saturados; AGM, ácidos grasos monoinsaturados; 
AGP, ácidos grasos poliinsaturados. Adaptado de Celada & Sánchez-Muniz 
(2016). 
4.3. Alimentos funcionales 
La idea de desarrollar alimentos funcionales surgió por primera vez en Japón en la 
década de 1980 en un intento de mejorar la salud a través de la nutrición. El Ministerio 
de Salud y Bienestar inició un sistema regulatorio para aprobar ciertos alimentos con 
beneficios para la salud documentados, cuyo objetivo principal se basó en mejorar la 
salud del envejecimiento de la población del país (Henry, 2010). Esta organización 
estableció el término FOSHU (de sus siglas en inglés, Foods for Specific Health Use, 
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Muniz, 2004) tomando relevancia internacional en 1993 cuando apareció en la revista 
Nature bajo el encabezado "Japón explora el límite entre alimentos y medicamentos" 
(Swinbanks & O'Brien, 1993). En Europa, este tipo de alimentos tuvieron su punto de 
partida en 1999 con la realización del proyecto FUFOSE (por sus siglas en inglés, 
Functional Food Science in Europe) por la Sección Europea del International Life 
Sciences (ILSI) y patrocinado por la Acción concertada de la Comisión Europea. El 
objetivo de este proyecto fue establecer un enfoque científico para el campo de los 
alimentos funcionales, así como establecer una red europea multidisciplinaria para: 
evaluar críticamente la base científica de los productos, examinar las evidencias 
disponibles desde una perspectiva basada en funciones en lugar de basada en 
productos y llegar a un consenso sobre las modificaciones específicas de los 
alimentos y sus componentes (Diplock y cols., 1999). De acuerdo al proyecto 
FUFOSE, los alimentos funcionales, también denominados FOSHU, son aquellos 
alimentos que demuestran científicamente un efecto beneficioso sobre una o más 
funciones del organismo, además de sus efectos nutritivos intrínsecos. Se recogen 
dentro de la categoría de nuevos alimentos y deben haber sido evaluados 
científicamente, de forma que se certifiquen las propiedades de mejora del estado de 
salud, reducción del riesgo de enfermedad, o ambas cosas (Diplock y cols., 1999). 
Para que un alimento quede enmarcado dentro de esta categoría, es necesario 
que el producto alimenticio final sea el responsable del efecto beneficioso, no sus 
componentes individuales aislados, y que dicho efecto se obtenga con un consumo 
normal de ese alimento dentro de una dieta equilibrada (Ashwell, 2002). Para ello, los 
grupos encargados de desarrollar alimentos funcionales deben identificar y validar 
marcadores biológicos relevantes que sean susceptibles de modificación tras el 
consumo de los alimentos. Estos marcadores biológicos son diversos para el mundo 
de la alimentación funcional, pero de forma genérica se reconocen 3 tipos (Ashwell, 
2002; Olmedilla-Alonso y cols., 2013): 
a) Marcador de exposición: aquellos cambios que se producen en el 
organismo y que demuestran la exposición al componente del alimento en 
estudio (p. ej. determinación de los niveles en plasma de un metabolito 
concreto). Estos marcadores dan cierta información sobre la 
biodisponibilidad del componente funcional. 
b) Marcador de respuesta/mejora de la función: capaces de modular o 
modificar alguna función biológica o psicológica tras su consumo (p. ej. 
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c) Marcador intermedio/reducción del riesgo de enfermedad: hacen referencia 
a un objetivo intermedio que refleje una mejora en el estado de salud o 
bienestar o una reducción del riesgo de enfermedad (p. ej. medida de los 
niveles de hemoglobina en relación con la anemia). 
La obtención de un alimento funcional se puede conseguir a través de diferentes 
estrategias, en función del objetivo que se busque a la hora de su diseño. Las 
principales quedan recogidas en la figura 11. 
 
Figura 11. Principales estrategias a la hora de diseñar un alimento funcional. 
En la actualidad ha aparecido el término nutracéutico, el cual se puede definir 
como un suplemento o complemento nutricional, presentado en una matriz no 
alimenticia (píldoras, cápsulas, polvo, etc.), de una sustancia natural bioactiva 
concentrada, presente usualmente en los alimentos y que, tomada en dosis superior a 
la existente de forma natural, muestra un mayor efecto beneficioso sobre la salud que 
el propio alimento (Gul y cols., 2016; Kalra, 2003). Teniendo en cuenta las definiciones 
de nutracéutico y alimento funcional las diferencias son evidentes, pero es importante 
destacar que el primero de ellos no tiene forma o estructura de alimento, sino que 
hace referencia a un compuesto aislado y se comercializa como forma farmacéutica, 
mientras que el alimento funcional en ningún momento pierde las propiedades del 
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4.4. Productos cárnicos como alimentos funcionales 
La carne y los productos cárnicos, además de ser una excelente fuente de 
nutrientes, también presenta ciertos componentes que no son tan beneficiosos como 
los ácidos grasos saturados (AGS) y el colesterol, cuyo consumo en grandes 
cantidades, puede producir efectos adversos para la salud (Celada y cols., 2016). De 
hecho, varias revisiones recientes han restablecido una relación entre el consumo de 
carne roja y procesada y un mayor riesgo de ciertas enfermedades crónicas, 
principalmente ECV, cáncer y DMT2 (Aune y cols., 2009; Richi y cols., 2015). Sin 
embargo, algunas de estas propiedades negativas que se le atribuyen, son 
potencialmente mejorables aplicando modificaciones cuantitativas y cualitativas que se 
pueden resumir en tres grandes bloques. El primero, basado en las prácticas de 
producción animal, representa la primera oportunidad para modificar la presencia de 
componentes bioactivos, entre las que la incorporación de compuestos como aceites 
vegetales, minerales o vitaminas supone una estrategia adecuada para incrementar su 
concentración en el cárnico futuro. El segundo, se centra en estrategias genéticas para 
producir cambios favorables en los alimentos, la mayoría de ellas dirigidas a reducir el 
contenido de grasa total o incrementar el contenido de ácidos grasos insaturados. La 
tercera estrategia y más utilizada, es la reformulación de productos cárnicos con el 
objetivo eliminar, reducir, aumentar, agregar y/o reemplazar diferentes componentes 
bioactivos (Decker & Park, 2010; Jiménez-Colmenero y cols., 2001; Olmedilla-Alonso y 
cols., 2013) (Figura 11). Por tanto, dado que la carne tiene una amplia aceptación y es 
una matriz adecuada para vehiculizar componentes bioactivos, predispone a este 
alimento como una magnífica opción para el desarrollo de alimentos funcionales. Para 
su desarrollo, es necesario poder cumplir dos aspectos esenciales: la selección y 
caracterización de componentes bioactivos en el alimento, el diseño tecnológico, el 
desarrollo del alimento y la evaluación de factores que modifican su 
contenido/biodisponibilidad; y por otra parte, la evaluación del efecto funcional 
utilizando modelos in vitro e in vivo que proporcionen información sobre los 
mecanismos de acción, relación dosis-respuesta y efectos agudos y crónicos (Aggett y 
cols., 2005). 
Nuestro grupo de investigación ha venido utilizando en mayor medida la tercera 
estrategia citada, con el objetivo de diseñar alimentos funcionales que demuestren sus 
posibles efectos beneficiosos sobre la salud tanto en humanos como en modelos 
animales. Algunos ejemplos de los principales ingredientes funcionales utilizados 
hasta la fecha han sido nueces, algas, glucomanano, espirulina, aceite de chía, silicio 
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Garcimartín y cols., 2017; González-Torres y cols., 2016; Librelotto y cols., 2008; 
Sánchez-Muniz y cols., 2012; Santos-López y cols., 2016; Schultz-Moreira y cols., 
2010a). En el presente trabajo, el turno es para un extracto de algarroba, rico en fibra 
insoluble y PACs. 
4.5. Extracto de algarroba como ingrediente funcional 
Los alimentos cárnicos, por definición, son ricos en grasas y proteínas, pero son 
deficientes en otros compuestos como hidratos de carbono, fibra y ciertas vitaminas. 
Por tanto, enriquecer los productos cárnicos con ingredientes de origen vegetal 
supone un gran avance nutricional, ya que permite complementar muchos de los 
macro y micronutrientes deficitarios de la carne. Un ejemplo lo encontramos en la 
adición de fibra, cuya incorporación puede aportar excelentes propiedades 
tecnológicas (retención de agua, lubricación, capacidad para disminuir la pérdida de 
cocción, estabilización del producto, modificación de la textura y sabor neutro) y 
nutricionales (mayor aporte de fibra, mantenimiento de la microbiota intestinal, efecto 
hipocolesterolemiante, saciante o antioxidante) (Mehta y cols., 2015; Verma & 
Banerjee, 2010). 
Los productos derivados del algarrobo cada vez están siendo más utilizados en la 
industria alimentaria como consecuencia de sus prometedoras aplicaciones 
tecnológicas. La goma de algarroba, la cual se obtiene de la semilla, se utiliza para 
elaborar recubrimientos comestibles que protejan los alimentos, como espesante para 
bebidas o en productos horneados como panecillos, pasteles y galletas, mejorando 
sus propiedades reológicas (Zhu y cols., 2019). Asimismo, miembros de nuestro 
equipo de investigación evaluaron la efectividad antioxidante del extracto de algarroba 
como ingrediente funcional de un reestructurado cárnico tras someterlo a 
almacenamiento refrigerado y congelado. Los resultados reflejaron una potente 
protección del extracto de algarroba al reducir la peroxidación lipídica y la formación de 
compuestos polares durante el almacenamiento (Bastida y cols., 2009). Como se ha 
comentado, las PACs tienen gran cantidad de grupos hidroxilo en su estructura, los 
cuales podría actuar como donantes de hidrógenos para estabilizar los procesos 
oxidativos y ejercer el efecto protector observado. 
Teniendo en cuenta a estos prometedores efectos, queda por comprobar si 
tecnológicamente es posible desarrollar un cárnico funcional que contenga una 
cantidad adecuada de extracto de algarroba. (Freire y cols., 2018) elaboraron 
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y PACs añadidas. Ese estudio demostró que mediante este sistema es posible 
incorporar una cantidad más que notable de PACs en un cárnico reestructurado, 
mejorar su estabilidad y retrasar los procesos oxidativos de los ácidos grasos 
poliinsaturados (AGP) que contienen (Freire y cols., 2018). Por tanto, si tomamos en 
conjunto estas propiedades y la definición de alimento funcional, observamos que se 
cumplen las características necesarias para el desarrollo, en este caso, de un cárnico 
funcional enriquecido en extracto de algarrobo. Tecnológicamente es viable, permite 
incorporar una cantidad importante de extracto y mantiene el potencial antioxidante en 
su interior, por lo que nos quedaría por evaluar el efecto funcional derivado de su 
consumo en un modelo in vivo. En este caso, se han seleccionado dos modelos 
murinos de DMT2 que simulan una etapa temprana y una etapa tardía de la patología, 





























 II. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
2.1. Interés del estudio 
La dieta y el estilo de vida juegan un papel central en la prevención y tratamiento 
de algunas enfermedades crónicas como la DMT2. La dificultad de modificar los 
hábitos alimentarios en la población, unido a la evidencia creciente del papel saludable 
de muchos compuestos bioactivos procedentes de fuentes naturales, ha potenciado el 
diseño, elaboración, estudio y comercialización de los alimentos funcionales. Estos 
alimentos, acorde a su definición, aportan beneficios sobre la salud y el riesgo de 
patología crónicas más allá de los meramente nutricionales. Su consumo podría ser 
primordial para prevenir o ralentizar el progreso de ciertas patologías, especialmente 
en aquellos pacientes en los que el tratamiento farmacológico no alcanza la eficacia 
deseada. 
La DMT2 es conocida como una patología silenciosa, prácticamente asintomática 
hasta que se instaura la enfermedad. Este periodo de tiempo supone un gran 
problema a la hora de diagnosticar la enfermedad, pero también permite establecer 
una terapia nutricional preventiva, que ayude a frenar o ralentizar el desarrollo de la o 
incluso una dietoterapia que minimice los efectos negativos de la RI previamente 
establecida. Como consecuencia, parece muy importante desarrollar estrategias 
nutricionales que permitan incrementar el aporte de ciertos compuestos bioactivos 
beneficiosos, como fibra y compuestos vegetales, sin necesidad de modificar en gran 
medida los hábitos alimentarios, que hoy por hoy constituye la piedra angular de la 
dietoterapia. La fibra dietética y algunos polifenoles han mostrado una asociación 
inversa con el desarrollo de DMT2, ya que minimizan las modificaciones glucémicas 
postprandiales y permiten regular el metabolismo de los hidratos de carbono y las 
grasas. 
Nuestro grupo de investigación, al igual que otros que formaron el Consorcio 
Carnisenusa, lleva años profundizando en el estudio de los alimentos funcionales, 
utilizando la carne y los productos cárnicos como vehículo para incorporar compuestos 
bioactivos que mejoren el estado de salud del consumidor. A pesar de que se han 
realizado numerosos estudios epidemiológicos y en animales de experimentación que 
exponen los beneficios para la salud del consumo de alimentos funcionales, el 
conocimiento de cómo los compuestos bioactivos actúan sobre el organismo en 





 II. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
2.2. Hipótesis y objetivos 
El consumo de cárnicos funcionales enriquecidos en extracto de algarroba (CFE) 
rico en proantocianidinas (PACs) y fibra insoluble ejerce efectos beneficiosos, tanto 
preventivos como terapéuticos, sobre la fisiopatología de la Diabetes Mellitus Tipo 2 
(DMT2) al influir positivamente sobre biomarcadores antropométricos y metabólicos, 
de sensibilidad/resistencia a la insulina, histopatología pancreática y hepática y de 
integridad colónica, así como sobre la disbiosis intestinal. 
Teniendo en cuenta esta hipótesis, el objetivo principal de esta memoria de 
Tesis Doctoral es evaluar la eficacia del CFE como ingrediente funcional para formular 
productos cárnicos con propiedades antidiabéticas, así como caracterizar sus efectos 
sobre marcadores de la DMT2 y los principales mecanismos responsables de los 
mismos. 
Para ello se propusieron los siguientes objetivos específicos: 
1. Evaluar la capacidad del CFE para modular el estado postprandial a través de 
la inhibición de la digestión y absorción de hidratos de carbono y grasas, así 
como caracterizar los mecanismos moleculares implicados 
2. Reflexionar a partir de la revisión exhaustiva de la literatura disponible la 
relación entre el consumo de carne y productos cárnicos y el desarrollo de 
patologías crónicas; y justificar el diseño de cárnicos funcionales enriquecidos 
con compuestos bioactivos como alternativa saludable. 
3. Estudiar la viabilidad, ventajas e inconvenientes de la inclusión de un extracto 
de algarroba como ingrediente funcional en una matriz cárnica, con especial 
aplicación bajo el punto de vista preventivo y terapéutico de la DMT2. 
4. Diseñar dos modelos murinos de DMT2 que repliquen las alteraciones 
fisiopatológicas de dos etapas diferentes (inicial y tardía) de la patología. 
5. Evaluar las propiedades antidiabéticas del consumo de un cárnico funcional 
enriquecido con extracto de algarroba en las etapas inicial y avanzada de la 
DMT2, centrándose en su efecto efectos hipolipemiante, hipoglucemiante, 
antioxidante, hepatoprotector y prebiótico. 
6. Evaluar comparativamente la eficacia del consumo preventivo o terapéutico de 





 II. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
Estos dos últimos objetivos se abordan a través de otros objetivos más concretos 
que se plantean con la finalidad de demostrar en animales tratados respecto a 
controles: 
a. La mejora del estatus glucémico, insulinémico, disfunción pancreática y de 
resistencia a la insulina. 
b. Las modificaciones en el balance glucogénesis/glucogenosis hepático y su 
implicación en el desarrollo y evolución del hígado graso no alcohólico. 
c. Los beneficios sobre la lipemia y el estatus lipoproteico. 
d. Los efectos sobre la abundancia y diversidad de la microbiota intestinal, 





























 III. MATERIAL Y MÉTODOS 
Para facilitar la lectura y el seguimiento de la presente Tesis Doctoral, en este 
apartado se van a describir tanto aspectos generales de los reactivos empleados como 
los principales métodos analíticos empleados, subdividiéndolos en técnicas in vitro e in 
vivo. Además, en la parte final de la descripción del método se detalla en qué artículo 
o artículos de la sección 4 se han empleado. 
3.1. Proceso de obtención del Extracto de Algarroba 
Para la obtención de los extractos ricos en PACs se empleó el fruto del algarrobo 
(Ceratonia siliqua, L), de la familia de las Fabaceae, reino Plantae, clase 
Magnoliopsida, orden Fabales. Las vainas fueron suministradas por la empresa 
Comercial Garrofa, Comgar, SCCL (Mont-roig del Camp, Tarragona, España). 
La obtención del extracto de algarroba (CFE) se realizó de acuerdo a las patentes 
WO2004/014150 y WO2006/000551 (Ruiz-Roso y cols., 2006; Ruiz-Roso y cols., 
2004) mediante el siguiente proceso. 
 Limpieza de la vaina de la algarroba. Separar las semillas de la pulpa de 
algarroba y triturar esta última fracción hasta obtener trozos de menos de 3cm 
(1kg de material de partida). 
 Realizar un lavado de la pulpa de algarroba triturada con agua a 60ºC, en una 
relación 1:4-1:10 del material vegetal frente al agua. Alternativamente se 
pueden realizar los lavados con agua:metanol (20:80, v/v) o agua:acetona 
(30:70, v/v), ambos a temperatura ambiente. 
 Separar el sólido y el líquido resultante mediante centrifugación, filtración o 
decantación. Repetir esta operación tantas veces como sea necesario hasta 
obtener menos 50g de material por litro de líquido de lavado. 
 Realizar una extracción del sólido obtenido en la etapa anterior a presión 
ambiente o presurizada con agua a temperatura entre 80-100ºC y agitación. 
Este proceso dura entre 3-4h y es importante mantener una relación de 
material vegetal:agua entre 1:2-1:3 (peso/peso). También se puede realizar 
este proceso de extracción utilizando otros disolventes: 
‒ Metanol: temperatura entre 40ºC-punto de ebullición y relación 1:4-1:6 
(peso/peso) material vegetal:disolvente. 
‒ Mezcla agua:propilenglicol: temperatura entre 80ºC-punto de ebullición. 
‒ Dimetilformamida: temperatura entre 80ºC-punto de ebullición. 
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 Separar el sólido y el líquido resultante mediante centrifugación, filtración o 
decantación, manteniendo una temperatura superior a 40ºC. 
 Enfriar el líquido obtenido en el paso previo en tanques de decantación durante 
4-10h. Durante el proceso se forma un precipitado marrón oscuro que 
corresponde a la fracción de las PACs.  
 Recoger el precipitado resultante y secar por flujo de aire caliente hasta un 
contenido de disolvente inferior a 10% en peso. 
 Someter el producto obtenido en la etapa anterior a 120-180ºC durante al 
menos 3 minutos y posteriormente dejarlo enfriar. 
 Obtener un producto final con aspecto vítreo, de color marrón y que se rompe 
fácilmente. Una vez frío, se muele en molino de martillo con una malla inferior a 
0,5mm hasta obtener un tamaño de partícula inferior a 180μm. Finalmente se 
recupera el producto de color marrón, amorfo, apenas soluble en agua y con un 
elevado contenido en fibra insoluble y PACs de elevado peso molecular. 
3.2. Técnicas in vitro 
Determinación de la cinética de la enzima α-glucosidasa actividad maltasa.  
Este ensayo se basa en propiedad que presentan las glucosidasas para hidrolizar 
enlaces glucosídicos y originar hidratos de carbonos más simples. Con dicha técnica 
estudia exclusivamente la actividad maltasa de la enzima α-glucosidasa al utilizar 
como sustrato maltosa, pudiéndose cuantificar la producción de glucosa a partir de 
dicho disacárido. 
Se evaluó la actividad de la α-glucosidasa (maltasa) según el método descrito por 
Garcimartín y cols. (2015a). Para ello se preparó una solución de enzima a partir de 1g 
de polvo intestinal de rata (Sigma-Aldrich, Madrid, España) en tampón maleato (pH 
6,0). La maltosa se utilizó como sustrato de la reacción enzimática, seleccionándose 
40 y 80 mg/mL como concentraciones de estudio. Se prepararon diferentes 
concentraciones de CFE (0,5, 1, 2 y 5mg/mL) en tampón maleato. Se adicionaron a la 
mezcla de reacción 75μL de extracto enzimático, 75μL de CFE y 150μL de maltosa. 
Las muestras se mantuvieron en agitación constante a 37ºC durante 90 min en un 
baño termostatizado (Unitronic 320 OR, Selecta, Barcelona, España), recogiéndose 
alícuotas cada 15 min para determinar la cantidad de glucosa producida mediante un 
kit colorimétrico Glucosa-TR (Spinreact, Barcelona, España). Se utilizó tampón 
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positivo. Las determinaciones se realizaron por triplicado y se expresaron en mmol/L 
de glucosa producida por minuto. 
Se estudió el mecanismo de inhibición del CFE sobre la enzima α-glucosidasa 
actividad maltasa de acuerdo al protocolo descrito previamente. Para ello se 
emplearon concentraciones crecientes de maltosa (10, 20, 40 y 80mg/mL). Dado que 
todas las reacciones mostraron una cinética Michaeliana, se calculó la actividad para 
cada concentración de sustrato y de CFE. Posteriormente se realizó un ajuste por 
Lineweaver–Burk (1/v vs. 1/[S]), donde v hace referencia a la velocidad y [S] es la 
concentración de sustrato de cada uno de los compuestos de estudio, obteniéndose la 
constante de afinidad (Km) y la velocidad máxima (Vmax) (Lineweaver & Burk, 1934). 
Este método se empleó y citó en el artículo 1. 
Difusión de glucosa 
Se midió de acuerdo al protocolo descrito por Schultz-Moreira y cols. (2014a) con 
pequeñas modificaciones. Dicha técnica se fundamenta en la difusión de glucosa a 
través de una membrana de diálisis. Se introdujo en una membrana de diálisis de 7 cm 
× 10 mm con un tamaño de poro de 25Å (14.000 Da) (Sigma-Aldrich, Madrid, España) 
una solución de glucosa (40mg/mL) (Sigma-Aldrich), a la cual se adicionó diferentes 
concentraciones (0, 0,5, 1, 2 y 5mg/mL) de CFE o PBS como control negativo. Los 
extremos de las membranas se cerraron cuidadosamente y se colocaron en 
recipientes con 100 mL de solución salina al 0,9% peso/volumen. Los recipientes se 
mantuvieron a 37ºC y fuerte agitación durante 4h, obteniéndose alícuotas de la 
solución de NaCl cada media hora. La cantidad de glucosa difundida se cuantificó 
utilizando el kit colorimétrico Glucosa-TR (Spinreact). Los resultados se expresaron en 
mmol/L de glucosa respecto al tiempo y también se calculó el área bajo la curva (AUC) 
después de 4h, considerando los valores de glucosa difundida cada media hora para 
cada tiempo. Todos los ensayos se realizaron por cuadruplicado. El método descrito 
se empleó y citó en el artículo 1. 
Determinación de la actividad lipasa pancreática 
La propiedad que presenta la lipasa pancreática para descomponer triglicéridos en 
lípidos más sencillos (diglicéridos, monoglicéridos y AGL), permite evaluar su actividad 
enzimática utilizando un método colorimétrico. De acuerdo al método descrito por 
Winker et al., se preparó una solución enzimática de lipasa pancreática porcina 
(10mg/mL) (Sigma-Aldrich), la cual se mezcló con diferentes concentraciones de CFE 
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p-nitrofenilpalmitato como sustrato, en presencia de desoxicolato de sodio y goma 
arábiga, y se mantuvieron en agitación durante 20min a 37ºC. La actividad lipasa se 
midió espectrofotométricamente a 410nm (SPECTROstar Nano, BMG LABTECH, 
Offenburg, Alemania). Los experimentos se realizaron por triplicado y los datos se 
expresaron como porcentaje de actividad con respecto al control. El método descrito 
se puede localizar en el artículo 2. 
Caracterización del grado de lipolisis de las digestiones in vitro 
Para la extracción de la materia grasa de las digestiones in vitro se empleó el 
método de Bligh & Dyer (1959). El remanente de la digestión enzimática se mezcló 
dos veces con una mezcla cloroformo/metanol (1:1, v/v) (Sigma-Aldrich). 
Posteriormente se recogió la fase orgánica y se purificó usando una mezcla de 
solución de cloroformo/metanol/NaCl al 0,9% (vol:vol, 3/48/47). El resultante se 
deshidrató filtrándolo a través de sulfato de sodio anhidro (Merck, Madrid, España), se 
evaporó en rotavapor a 40ºC y se sometió a corriente de nitrógeno durante 3min hasta 
obtener la fase lipídica aislada. 
Con la finalidad de conocer la composición lipídica con mayor precisión, se empleó 
la técnica desarrollada por Dobarganes y cols. (2000) y aceptadas como oficiales por 
la Unión Internacional de Química Pura y Aplicada (IUPAC, de sus siglas en inglés 
International Union of Pure and Applied Chemistry). Para ello, se realizó una 
separación mediante cromatografía líquida de alta eficacia por exclusión por tamaño 
molecular (HPSEC, por sus siglas en inglés High Performance Size Exclusion 
Chromatography). Se aplicaron 15mg de grasa extraída diluida en 1mL de 
tetrahidrofurano en HPSEC (serie Agilent 1100, Madrid, España) utilizando 20 μl como 
volumen de inyección. Un detector de índice de refracción (Agilent Technologies 1260 
infinity, Madrid, España) y dos columnas de poliestireno-divinilbenzeno (PLgel) 
(Agilent, Bellefonte, PA, EE.UU.) de 300 mm x 7,5 mm (5 μm de tamaño de partícula), 
con 0,01 y 0,05 μm de tamaño de poro, conectadas en serie, termostatizadas a 40ºC. 
Como fase móvil se utilizó tetrahidrofurano en régimen isocrático a un flujo de 
1mL/min. Los triglicéridos (TG), diglicéridos (DG), monoglicéridos (MG) y ácidos 
grasos libres (AGL) se cuantificaron como g/100g de muestra. Todos los análisis se 
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3.3. Técnicas in vivo 
3.3.1. Diseño experimental del estudio in vivo a corto plazo 
Veinticuatro ratas Wistar macho (Harlan S.L., Barcelona, España) de 
aproximadamente 2 meses de edad y 200g de peso, se distribuyeron en 4 grupos de 
acuerdo a las dosis de CFE a estudiar: a) control, b) CFE 25mg/kg p.c.; c) CFE 
50mg/kg p.c y d) CFE 150mg/kg p.c. Este estudio se subdividió en dos experimentos 
de digestibilidad, uno agudo (administración de una dosis única de CFE y agua en el 
grupo control) y otro subcrónico (administración de CFE y agua en el grupo control 
durante una semana). Para el estudio postprandial se administró por canulación 1mL 
de aceite de oliva y 1mL de una solución de glucosa 0,5g/mL (Sigma-Aldrich) a todos 
los animales. Los grupos con CFE recibieron este compuesto incorporado en la 
mezcla de aceite y glucosa. El esquema del diseño experimental se representa en la 
figura 12 (Artículos 1 y 2). 
 
Figura 12. Diseño experimental del estudio in vivo a corto plazo. 
3.3.2. Formulación de los reestructurados cárnicos 
La preparación de los reestructurados cárnicos (RC) se realizó según el protocolo 
descrito por Schultz-Moreira y cols. (2010b). Como ingrediente principal se utilizó 
carne picada magra mixta (50% cerdo: 50% vacuno), la cual se mezcló de forma 
homogénea con manteca de cerdo durante 1 minuto en una picadora-homogenizadora 
conectada a un baño de refrigeración (2°C) (Stephan Universal Machine UM5, 
Stephan u. Söhne GmbH and Co., Hameln, Alemania). Para el cárnico enriquecido con 
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control (RC-C) esta cantidad fue sustituida por celulosa, con la finalidad de mantener 
el mismo aporte de fibra dietética. Una vez elaborados los RC, se liofilizaron en un 
liofilizador LyoAlfa 10 (Telstar, Terrassa, España) durante 48h. Los productos 
liofilizados se molieron en una picadora refrigerada (Stephan Universal Machine UM5) 
durante 2 minutos hasta conseguir un polvo fino homogéneo (Tabla 6). 
Tabla 6. Composición de los reestructurados cárnicos 
 
Componentes del RC RC-C RC-CFE 
Proteínas, % 13,1 13,1 
Grasas, % 38,3 38,3 
Agua, % 46,9 46,9 
Colesterol, g/kg 0,74 0,74 
AGS:AGM:AGP ratio 41,2/43,5/8,5 41,2/43,5/8,5 
Ingredientes, g/kg   
Carne picada mixta 663,1 663,1 
Manteca de cerdo 331,1 331,1 
Sodio 0,5 0,5 
Tripolifosfato de sodio 0,1 0,1 
Nitrito sódico 1,2 1,2 
Celulosa 4 0 
CFE 0 4 
AGM, ácidos grasos monoinsaturados; AGP, ácidos grasos poliinsaturados; AGS, 
ácidos grasos saturados; CFE, extracto de algarroba; RC, reestructurado cárnico; 
RC-C, reestructurado cárnico control; RC-CFE, reestructurado cárnico enriquecido 
con CFE. 
3.3.3. Dietas empleadas en el estudio in vivo crónico 
La inclusión de los RC en las dietas se realizó según lo descrito en la Tabla 7, 
elaborando una mezcla homogénea con un 70% de dieta semisintética (Panlab S.L., 
Barcelona, España, referencia U8959 versión 180) y un 30% de RC liofilizado. El 
porcentaje de cárnico fue seleccionado de acuerdo a otros estudios del grupo 
AFUSAN, con la intención de imitar el elevado consumo de carne en los países 
occidentales (González-Torres y cols., 2016; Santos-López y cols., 2017). Para una 
mejor comprensión se describe la composición de las dietas utilizadas en el desarrollo 
de ambos modelos de DMT2. 
 Modelo murino de estadio inicial de DMT2: en este estudio se formularon 
una dieta control (C) alta en grasas saturadas y con un 30% de RC-C 
liofilizado; y una dieta de tratamiento (CE), alta en grasas saturadas y con 
un 30% de RC-CFE. Ambas dietas presentan el mismo perfil calórico, con 
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(del total de las cuales un 39% eran grasas saturadas), un 35% de los 
hidratos de carbono y un 15% de las proteínas (Tabla 7). 
 Modelo murino de estadio tardío de DMT2: para este modelo experimental 
se elaboraron dos dietas: a) dieta Chol, alta en grasas saturadas y 
colesterol (1,2% de colesterol + 0,2% de ácido cólico) a la que se incorporó 
un 30% RC-C; b) dieta Chol-CFE, formulada a partir de dieta con alto 
contenido en grasas saturadas y colesterol (1,2% de colesterol + 0,2% de 
ácido cólico) y un 30% de RC-CFE. Un 50% de las kcal totales de la dieta 
provenían de las grasas (del total de las cuales un 39% eran grasas 
saturadas), un 35% de los hidratos de carbono y un 15% de las proteínas 
(Tabla 7).  
Tabla 7. Composición de las dietas experimentales para el experimento crónico 
Dieta 
 Modelo de DMT2 inicial Modelo de DMT2 tardío 
Componentes de la dieta C CE Chol Chol-CFE 
Proteínas, % energía 14,15 14,15 14.0 14.0 
Grasas, % energía 49,42 49,42 49.0 49.0 
AGS:AGM:AGP ratio 2,76/2,99/1 2,76/2,99/1 2.10/2.32/1 2.10/2.32/1 
Contenido energético*, MJ/kg 27,52 27,52 20.36 20.36 
Ingredientes, g/kg     
Sacarosa 68,25 68,25 68,25 68,25 
Almidón de maíz 286,13 286,13 275,73 275,73 
Caseína 94,25 94,25 94,25 94,25 
L-Cisteína 2,02 2,02 2,02 2,02 
Maltodextrina 94,25 94,25 94,25 94,25 
Celulosa 48,86 48,86 48,86 48,86 
PM 205B SAFE 50,05 50,05 50,05 50,05 
PV 200 SAFE 7,15 7,15 7,15 7,15 
Aceite de soja 47,91 47,91 47,91 47,91 
Colesterol 0 0 9,1 9,1 
Ácido cólico 0 0 1,3 1,3 
Cárnico enriquecido 301,14 301,14 301,14 301,14 
C, dieta con cárnico control; CE, dieta con cárnico enriquecido en CFE; AGM, ácidos grasos 
monoinsaturados; AGP, ácidos grasos poliinsaturados; AGS, ácidos grasos saturados; PM 
205B SAFE, mezcla de minerales; PV 200 SAFE, mezcla de vitaminas. Chol, dieta 
hipercolesterolémica con cárnico control + 1.4% de colesterol y 0.2% de ácido cólico; Chol-
CFE, dieta hipercolesterolémica con cárnico enriquecido con CFE + 1.4% de colesterol y 0.2% 
de ácido cólico. El cárnico control se formuló con celulosa (4g/kg) y el cárnico enriquecido en 
CFE se elaboró con extracto de algarrobo (4g/kg), con el fin de mantener en las dietas el 
mismo aporte de fibra dietética.  
*Datos calculados considerando como equivalente de energía para hidratos de carbono 16.73 
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3.3.4. Diseño experimental del estudio in vivo crónico 
3.3.4.1. Modelo murino de estadio inicial de DMT2 
Se emplearon 2 lotes de ratas Wistar macho (Harlan S.L) de dos meses de edad y 
aproximadamente 200g de peso (n=8 cada uno de ellos) en las que se indujo DMT2 
con dieta alta en grasas saturadas. El primer grupo, designado como C, recibió dieta 
alta en grasas saturadas + cárnico control; mientras que el segundo grupo, 
denominado CE, fue alimentado con dieta alta en grasas saturadas + cárnico 
enriquecido en CFE. Recibieron esta alimentación durante 8 semanas de estudio, con 
la finalidad de que presentaran una fisiopatología similar a una etapa inicial de DMT2, 
con hiperglucemia e hiperinsulinemia. Este modelo animal está descrito en el artículo 
7. La figura 13 muestra el diseño experimental del modelo de estado inicial de DMT2 
 
Figura 13. Diseño experimental del estudio in vivo en un modelo murino de estado 
inicial de DMT2 
3.3.4.2. Modelo murino de estadio tardío de DMT2 
24 ratas Wistar macho (Harlan S.L) de aproximadamente 2 meses de edad y 200g 
de peso, fueron divididas en 3 grupos de acuerdo la dieta a recibir: a) DMT2 control 
(D), b) grupo que consumió CFE como tratamiento preventivo CFE (ED) y c) grupo 
alimentado con CFE como tratamiento terapéutico (DE). Todos los grupos recibieron 
dieta con alto contenido en grasas saturadas/alta en colesterol (1,2% de colesterol + 
0,2% de ácido cólico), a la que se incorporó el reestructurado cárnico control (Dieta 
Chol) o enriquecido en CFE (Dieta CFE). El grupo ED fue alimentado con dieta CFE 
durante todo el experimento, mientras que los grupos D y DE comenzaron con la dieta 
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En esta tercera semana se indujo diabetes mediante inyección intraperitoneal de 
estreptozotocina (STZ, 65mg/kg p.c.) y nicotinamida (NAD, 225mg/kg p.c.) (Sigma-
Aldrich) en todos los grupos. El estado diabético se confirmó mediante la medición de 
glucemia plasmática a las 72h. Una vez comprobada la hiperglucemia, el grupo DE 
recibió dieta CFE durante 5 semanas (tratamiento terapéutico), mientras que los 
grupos D y ED mantuvieron la misma alimentación durante todo el experimento. Tras 8 
semanas, los animales fueron sacrificados, recogiéndose los diferentes órganos y la 
sangre para su estudio. Con este diseño se obtuvo un modelo de DMT2 similar a un 
estado avanzado de la patología, con hiperglucemia e hipoinsulinemia. Este modelo 
animal se ha empleado en los artículos 8, 9, 10 y 11. Dada la complejidad del diseño 
experimental, se ha incluido un resumen en la figura 14. 
 
Figura 14. Diseño experimental del estudio in vivo en un modelo murino de estadio 
tardío de DMT2 
Todos los experimentos se realizaron conforme a la Directiva 86/609/CEE, del 24 de 
noviembre de 1986 (modificada por la Directiva 2003/65/CEE, del 22 de julio de 2003), 
relativa a la protección de los animales en investigación científica. Este estudio fue 
aprobado por el Comité Asesor de Ciencia y Tecnología (AGL2014-53207-C2-2-R), y 
por el Comité de Ética de la Universidad Complutense de Madrid. En ambos modelos 
animales los animales tuvieron acceso a comida y agua ad libitum y se mantuvieron 
bajo condiciones controladas (22,3 ± 1,8°C y ciclo de luz-oscuridad de 12h) en el 
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3.3.4.3. Determinaciones plasmáticas 
Las determinaciones bioquímicas se realizaron en el plasma de los animales de 
estudio, el cual se obtuvo centrifugando la sangre extraída a 986 g durante 10 min. 
Glucosa. Las concentraciones de glucosa plasmática se determinaron mediante el 
kit Glucosa-TR (Spinreact). El método consiste en la reacción de la glucosa 
oxidasa que cataliza la oxidación de glucosa a ácido glucónico. El peróxido de 
hidrógeno resultante se detecta mediante un aceptor cromogénico de oxígeno 
(fenol-ampirona) en presencia de peroxidasa, que origina un color rosa y es 
medido espectrofotométricamente a 505nm (SPECTROstar Nano). La intensidad 
del color formado es proporcional a la concentración de glucosa presente en la 
muestra ensayada (Artículos 1, 7, 8 y 9).  
Triglicéridos. Se cuantificó la trigliceridemia mediante el kit colorimétrico 
Triglicéridos-LQ (Spinreact). Los triglicéridos incubados con lipoprotein-lipasa 
(LPL) liberan glicerol y ácidos grasos libres. El glicerol es fosforilado por la enzima 
glicerolfosfato deshidrogenasa y ATP en presencia de glicerol quinasa originando 
glicerol-3-fosfato y adenosina-5-difosfato. El glicerol-3-fosfato es posteriormente 
convertido a dihidroxiacetona fosfato y peróxido de hidrogeno por la enzima GPO. 
Finalmente, el peróxido de hidrogeno reacciona con 4-aminofenazona y p-
clorofenol, reacción catalizada por la peroxidasa dando una coloración roja 
medible espectrofotométricamente a 505nm (SPECTROstar Nano) (Artículos 2, 7 
y 8). 
Colesterol. La cuantificación de los niveles de colesterol se realizó mediante el kit 
Colesterol-LQ (Spinreact). El colesterol (esterificado + libre) origina, tras una serie 
de reacciones acopladas, quinonimina, un compuesto coloreado directamente 
proporcional a la cantidad de colesterol de la muestra. La intensidad del color se 
cuantificó espectrofotométricamente a 505 nm en un lector placas (SPECTROstar 
Nano) (Artículos 2, 7 y 8). 
Fosfolípidos. La determinación de la fosfolipemia se realizó mediante el kit 
colorimétrico Fosfolípidos CHO-POD (Spinreact). Los fosfolípidos son hidrolizados 
por la enzima fosfolipasa D, y la colina liberada es secuencialmente oxidada por la 
colina oxidasa a betaína, con la simultánea producción de peróxido de hidrógeno. 
En presencia de peroxidasa, el peróxido de hidrógeno acopla oxidativamente a la 
4-aminofenazona (4-AF) y al diclorofenol formando una quinonamina coloreada 
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Insulina. Se utilizó un kit comercial tipo ELISA para cuantificar los niveles 
plasmáticos de insulina (Rat insulin ELISA Kit, ELR-Insulin, RayBiotech, Inc., 
EE.UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante (Artículos 7 y 9). 
Índices de resistencia a la insulina (HOMA-IR) y actividad pancreática 
(HOMA-β). El cálculo del HOMA-IR y HOMA-β se realizó de acuerdo a lo descrito 
por Gesteiro y cols. (2012) y Song y cols. (2007), respectivamente. Estos índices 
definen la relación entre la glucemia basal y los niveles de insulina, permitiendo 
discernir entre la RI o la funcionalidad pancreática en función de la ecuación 
aplicada. Los cálculos se obtienen con las siguientes fórmulas: HOMA-IR = 
insulina en ayunas (μUI/mL) × glucosa en ayunas (mmol/L)/22,5; HOMA-β = 20 × 
insulina en ayunas (μIU/mL)/glucosa en ayunas (mmol/L)–3,5 (Artículos 7 y 9). 
Aislamiento y caracterización de lipoproteínas: Las diferentes fracciones de 
lipoproteínas se obtuvieron a partir de 2mL de plasma mediante ultracentrifugación 
en gradiente salino según el método de Terpstra y cols. (1981), aplicando las 
modificaciones descritas por Olivero-David y cols. (2011). Para la separación de 
las fracciones lipoproteicas utilizaron tubos Ultra-clear (Beckman) los cuales se 
rotularon con marcas de volumen de 1mL y un rotor SW-40.1. (Beckman L8-70M, 
Palo Alto, California). Los tubos se centrifugaron durante 21h 40 min a 272.000 g 
(40.000 rpm) a 4ºC. El aislamiento de las fracciones de lipoproteínas se realizó 
usando un cortatubos (Beckman) teniendo en cuenta el intervalo de densidad 
convencional para ratas de las diferentes clases de lipoproteínas [VLDL 
(ρ20<1,0063 g/mL), IDL (1,0063<ρ20<1,019), LDL (1,019 <ρ20<1,057) y HDL 
(1,057 <ρ20<1,21 g/mL)]. 
Se cuantificaron los triglicéridos, colesterol total y fosfolípidos de las diferentes 
fracciones de lipoproteínas (VLDL, IDL, LDL y HDL) utilizando los kits 
colorimétricos Triglicéridos-LQ, Colesterol-LQ y Fosfolípidos CHO-POD 
(Spinreact), descritos previamente. El contenido de proteínas de las lipoproteínas 
aisladas se determinó mediante el método de Bradford (1976) (Artículos 7 y 8). 
Arilesterasa: La actividad AE se determinó en plasma y en extractos hepáticos de 
los animales de estudio de acuerdo al método de Nus y cols. (2008). Para su 
determinación se utilizó SBF (simulated body fluid) como buffer y fenilacetato 
como sustrato. Se evaluó la cinética de la reacción de AE a 270nm en cubetas de 
cuarzo Lightpath de 10 mm controladas termostáticamente a 37ºC en un 
espectrofotómetro (SPECTROstar Nano). Se utilizaron blancos sin plasma para 
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resultados se expresaron como mmol de fenol formado a partir de fenilacetato por 
minuto, los cuales fueron normalizados por litro de plasma o por mg de proteína en 
el caso de los extractos hepáticos (Artículos 7 y 8) 
Superóxido dismutasa (SOD): La actividad de la SOD se determinó según el 
método del azul de nitro-tetrazolio (NBT por sus siglas en inglés, Nitroblue 
Tetrazolium) con ligeras modificaciones. Esta técnica se basa en la generación de 
radical superóxido (O2-) a partir de la auto-oxidación del clorhidrato de 
hidroxilamina. En el medio de reacción, el NBT es reducido a nitrito y éste 
reacciona con EDTA (sal disódica dihidratada del ácido etilendiaminotetraacético) 
formando un complejo coloreado que se cuantifica midiendo la absorbancia a 560 
nm cada minuto durante 10min a 37°C (SPECTROstar Nano). Los resultados se 
expresaron en UI/mg de proteína (Artículo 11). 
Catalasa (CAT): La actividad de la CAT fue determinada en plasma y extractos 
hepáticos según el método descrito por Aebi (1984), el cual se basa en la reacción 
de la descomposición del peróxido de hidrogeno por acción enzimática. La técnica 
consiste en monitorizar la absorbancia a 260nm (SPECTROstar Nano) a medida 
que se descompone el sustrato (peróxido de hidrógeno) por la CAT presente en la 
muestra. Las lecturas se realizaron cada 30s durante 10min a 37°C. Los 
resultados se expresan en UI/mg de proteína (Artículo 11). 
Glutation reductasa (GR). Se evaluó la actividad de la GR de acuerdo con el 
método de Carlberg & Mannervik (1985). El fundamente de esta técnica se basa 
en determinar la oxidación de NADPH a NADP+ durante la reducción del glutation 
oxidado (GSSG) a glutation reducido (GSH) (ambos de Sigma-Aldrich) mediante la 
disminución de la absorbancia a 340nm y 37°C. Los resultados se expresaron 
como nmol de NADPH oxidado a NADP+ por minuto/mg de proteína (Artículo 11). 
Glutation peroxidasa (GPx). La actividad de la GPx se analizó según el protocolo 
descrito por Flohé et al con algunas modificaciones (Flohé & Günzler, 1984). Dicha 
técnica se basa en cuantificar la oxidación de NADPH cuando el GSSG se reduce 
mediante GR en presencia de hidroperóxido de cumeno como sustrato (Sigma-
Aldrich) (26). La disminución de la densidad óptica debido a la oxidación de 
NADPH a 340nm se leyó en un lector de placas de fluorescencia (FLUOstar 
Omega, BMG LABTECH, Offenburg, Alemania) a intervalos de 1min durante 
10min. Los resultados se expresaron como nmol de NADPH oxidado a NADP+ por 
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Glutation reducido (GSH) y oxidado (GSSG): Se cuantificaron los niveles de 
GSH y GSSG siguiendo el método de Senft y cols. (2000), utilizando como sonda 
fluorescente el orto-ftalaldehído (OPA). El plasma y los extractos hepáticos y 
colónicos se desproteinizaron en tampón RQB (Redox Quenching Buffer) con un 
5% de ácido tricloroacético (TCA-RQB), se homogeneizaron mediante sonicación 
a 4ºC y se centrifugaron durante 10min a 14.000 g. Se recogieron los 
sobrenadantes y la reacción se llevó a cabo en una placa de 96 pocillos en la que 
se añadió la muestra, RQB, N-etilmaleimida 3,15mM, tampón fosfato 0,1M y OPA 
(5 mg/mL en metanol) (todos de Sigma-Aldrich) para la determinación de GSH. 
Los niveles de GSSG se cuantificaron después de añadir ditionito 95,62mM para 
reducir todo el GSSG presente en la muestra a GSH. La fluorescencia se midió a 
λexc = 360nm y λem = 460nm (FLUOstar Omega). Las lecturas fluorométicas se 
extrapolaron a una curva estándar de GSH y los resultados se expresaron como 
nmol/mg de proteína. Además, se calculó el índice redox, parámetro indicativo del 
estado de oxidación, según la siguiente ecuación: IR=GSSG/(GSH+GSSG) 
(Artículo 11). 
3.3.4.4. Western Blot 
Se obtuvieron extractos proteicos totales y de fracciones subcelulares (citosólicas, 
mitocondriales y nucleares) a partir del tejido hepático y colónico (mucosa proximal y 
distal). Los tejidos se homogeneizaron con tampón de lisis (en función del proceso de 
extracción a seguir) y cóctel inhibidor de proteasas al 0,01% (Sigma-Aldrich). 
Posteriormente, las muestras se separaron mediante electroforesis en gel de 
poliacrilamida/dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) del 8-15% a 150V. Una vez 
acabado este proceso, se realizó la transferencia húmeda (Mini Trans-Blot Cell, Bio-
Rad, Madrid, España) o seca (Trans-Blot Turbo, Bio-Rad,) a una membrana de 
fluoruro de polivinilideno (PVDF) (GE Healthcare, Madrid, España). Las membranas se 
bloquearon con albúmina de suero bovino al 5% durante 1h, y se incubaron durante la 
noche a 4ºC con los anticuerpos primarios correspondientes (Tabla 8). La hibridación 
de anticuerpos se reveló incubando las membranas con los anticuerpos secundarios 
apropiados conjugados con peroxidasa durante 1h a temperatura ambiente. La señal 
de quimioluminiscencia se detectó utilizando el kit ECL Select-kit (GE Healthcare) de 
acuerdo a las instrucciones del fabricante y se detectó en ImageQuant LAS 500 (GE 
Healthcare). La densidad de banda se cuantificó utilizando el programa Fiji ImageJ 
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3.3.4.5. Inmunohistoquímica 
Los cortes de hígado, páncreas y colon (proximal y distal) se fijaron en 
paraformaldehído al 4% en tampón fosfato 0,1M, pH 7,4, se deshidrataron y se 
embebieron en parafina. Posteriormente, las secciones de tejido se desparafinaron y 
se inactivó la peroxidasa endógena con peróxido de hidrógeno al 3%. Las secciones 
se incubaron durante la noche a 4°C con los anticuerpos primarios correspondientes 
en cada caso y que se detallan en la Tabla 8. Pasado este tiempo, se hicieron varios 
lavados y las secciones se cubrieron con el anticuerpo secundario biotinilado 
apropiado. La tinción inmunohistoquímica se realizó utilizando peroxidasa de rábano 
conjugada con estreptavidina-biotina (Sigma-Aldrich) y se visualizó mediante 
incubación con 3, 3'-diaminobencidina (DAB) (Sigma-Aldrich). Las secciones fueron 
teñidas con hematoxilina de Harris, deshidratadas y montadas sobre portas. Para su 
análisis se utilizaron scores o se cuantificó el porcentaje de área DAB positiva 
mediante el software Fiji ImageJ v1.52j (National Institute of Health) (artículos 7, 8, 9, 
10 y 11) 
Tabla 8. Anticuerpos primarios empleados en Western Blot e inmunohistoquímica 
Proteína  Referencia 
AKT2 AKT isoforma 2 sc-81148 
pAKT2ser473 Fosfo-AKT isoforma 2 (serina 473) sc-514032 
CAT Catalasa sc-34282 
ChREBP Proteína de unión al elemento de respuesta a carbohidratos sc-33764 
GLUT-2 Transportador de glucosa tipo 2 sc-518022 
GPx Glutation peroxidasa sc-22146 
GR Glutation reductasa sc-32886 
GSK3β Glucógeno sintasa quinasa 3β sc-377213 
pGSK3βser9 Fosfo-Glucógeno sintasa quinasa 3β (serina 9) sc-373800 
Insulina Insulina sc-8033 
InsRβ Receptor de insulina subunidad β sc-57342 
LDLr Receptor para lipoproteínas de baja densidad sc-18823 
LXR Receptor X hepático sc-377260 
pNrf2ser40 Fosfo-factor nuclear eritroide 2 (serina 40) SAB-12811 
Occludina Occludina sc-133256 
PCNA Antígeno nuclear de células en proliferación sc-7907 
PI3K-C2α Fosfatidilinositol 3-quinasa sc-365290 
SGLT1 Cotransportador de sodio-glucosa tipo 1 sc-98974 
SOD1 Superóxido dismutasa 1 sc-11407 
SOD2 Superóxido dismutasa 2 sc-30080 
SREBP-1c Proteína de unión al elemento regulador del esterol 1c sc-8984 
Zonulina-1 Zonulina-1 sc-33725 
β-Actina β Actina sc-47778 
SAB, Signalway Antibody (Baltimore, Maryland, EE.UU.); sc; Santa Cruz Biotechnology 
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3.3.4.6. Estudio histológico 
Tal y como se ha comentado previamente, los cortes histológicos se fijaron en 
paraformaldehído al 4% en tampón fosfato 0,1M, pH 7,4, se deshidrataron y se 
embebieron en parafina.  
Hematoxilina y eosina (H&E): es una técnica histológica clásica basada en dos 
reacciones, una tinción del núcleo por un colorante básico (hematoxilina), y una 
tinción del citroplasma por un colorante ácido (eosina). Permite un buen contraste 
de las preparaciones microscópicas facilitando su observación. Esta tinción se 
utilizó para el estudio del páncreas, hígado y colon.  
Tinción de PAS (Periodic Acid-Schiff): esta técnica permite detectar hidratos de 
carbono en los tejidos, tanto glucógeno como mucopolisacáridos. Se basa en la 
oxidación de las uniones carbono-carbono de los azúcares para formar grupos 
aldehídos el ácido peryódico. A continuación se trata con el reactivo de Schiff que 
reacciona cuando existen dos grupos aldehídos contiguos, dando lugar a una 
coloración rojo-púrpura. Esta tinción se empleó en la determinación del glucógeno 
hepático y las células caliciformes colónicas. 
Las secciones hepáticas, pancreáticas y colónicas se tiñeron con H&E y/o PAS de 
acuerdo con los métodos de rutina. Las imágenes de las secciones se estudiaron y 
cuantificaron con un aumento de ×200 o ×400 utilizando un microscopio Leica DM LB2 
equipado con una cámara digital Leica DFC 320 (Leica Microsystems, L’Hospitalet del 
Llobregat, España) y se realizó un análisis morfométrico con el software Fiji ImageJ 
v1.52j (Instituto Nacional de Salud) (artículos 9, 10 y 11).  
3.3.4.7. Peroxidación lipídica 
Para determinar la oxidación hepática se utilizó la técnica de TBARS (de sus 
siglas en inglés, thiobarbituric acid reactive substances) según lo descrito por 
Uchiyama & Mihara (1978). Esta técnica se basa en la reacción del malondialdehído 
(MDA) y el ácido tiobarbitúrico a temperatura elevada, originando un complejo 
coloreado directamente proporcional a la peroxidación lipídica. Para ello, se 
homogenizaron 50mg de hígado en tampón fosfato 50mM y se centrifugaron a 4000 g 
durante 20 min a 4ºC. El sobrenadante resultante se recogió y se mezcló con una 
solución de ácido tiobarbitúrico, la cual se mantuvo a 100ºC durante 45min. El 
contenido de MDA se cuantificó en un lector de placas de fluorescencia (FLUOstar 
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de MDA generada por hidrólisis catalizada por ácido de 1,1,3,3-tetrametoxipropano 
(Sigma-Aldrich) (artículos 7 y 8). 
3.3.4.8. Determinación del glucógeno hepático 
El glucógeno hepático se determinó mediante una ligera modificación del método 
de Morales y cols. (1973). 500mg de hígado se digirieron hirviéndolas en KOH al 30% 
durante 20 min. Posteriormente se enfriaron y se añadieron 3mL de etanol al 95%, una 
gota de acetato de amonio 1M y se llevaron a ebullición. Pasados los 20min, los tubos 
se enfriaron y centrifugaron a 3000 g durante 10min, descartándose el sobrenadante. 
A continuación, los residuos se lavaron tres veces, se añadieron 4mL de reactivo de 
antrona (Sigma-Aldrich) y se mantuvieron en hielo. Una vez fríos, los tubos se 
incubaron durante 20min a 100°C para el desarrollo del color y se midió la absorbancia 
a 640 nm en un lector de microplacas (SPECTROstar Nano). Se utilizaron soluciones 
de glucosa y agua destilada como blanco y estándar, respectivamente. Los resultados 
se expresaron como mg de glucógeno/g de tejido (artículo 9). 
3.3.4.9. Valoración de la apoptosis 
Se realizó un ensayo de fragmentación del ADN (TUNEL, de sus siglas en inglés 
terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labelling) para determinar los 
colonocitos apoptóticos de acuerdo a López-Oliva y cols. (2013). El método se basa en 
la capacidad de la desoxinucleotidil transferasa para marcar los extremos romos de las 
roturas de ADN de doble hebra mediante la adición de desoxinucleótidos marcados. El 
índice TUNEL (%) se calculó como el número de células apoptóticas x 100/número 
total de células/altura de la cripta. Para la cuantificación del índice TUNEL, se 
examinaron y contaron al menos 50 criptas perpendiculares bien orientadas para cada 
animal con un aumento de ×400 utilizando un microscopio Leica DM LB2 equipado 
con una cámara digital Leica DFC 320 (Leica Microsystems) (artículo 10). 
3.3.4.10. Extracción de ADN fecal. Análisis de la microbiota (qPCR).  
Las heces extraídas directamente del colon distal se recolectaron en tubos 
estériles y se congelaron inmediatamente a -80°C hasta el momento del análisis. Se 
extrajo ADN bacteriano de 180-220 mg de cada muestra fecal utilizando un protocolo 
optimizado que incluía la homogeneización con perlas de vidrio en el equipo FastPrep 
(MP Biomedicals, California, EE.UU.) y la extracción de ADN con columnas 
comerciales QIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen NV, Venlo, Holanda) siguiendo las 
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uso posterior. La concentración de ADN se midió en un espectrofotómetro Nanodrop 
ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, EE.UU.). 
Para el análisis de la microbiota se realizó una PCR en tiempo real (qPCR), con el 
objetivo de detectar el ADNr 16S con cebadores específicos para los grupos 
bacterianos descritos en la Tabla 9. Los experimentos de qPCR se realizaron con un 
equipo AriaMix (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EE.UU.) utilizando SYBR Green 
qPCR Master Mix (Agilent Technologies) y siguiendo los programas de amplificación 
descritos por Redondo y cols. (2019). Se utilizó una curva estándar para cada ensayo 
de qPCR para la cuantificación del ADN bacteriano diana (artículo 10). 
Tabla 9. Primers usados en la determinación de la microbiota mediante qPCR. 
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2004) R: ACTCGTTGTACTTCCCATTGT 
F, forward; pb, pares de bases; R, reverse; Tº. anill., temperatura de anillamiento 
3.3.4.11. Determinación de Ácidos Grasos de Cadena Corta 
Los niveles de AGCC se determinaron según el método descrito por Álvarez-
Cilleros y cols. (2020). Para ello, 0,1g de heces extraídas en condiciones de máxima 
higiene del colon distal se suspendieron en 1mL de agua con ácido fosfórico al 0,5% y 
se congelaron a -20ºC. Posteriormente se homogeneizaron en un vórtex durante 2min 
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cromatografía de gases Agilent 7890A (Agilent Technologies) equipado con un 
detector de espectrómetro de masas 5975C y una columna Agilent DB-WAXtr (100% 
polietilenglicol, 60m, 0,325mm, 0,250μm). El espectrómetro de masas se ajustó 
durante las mediciones y se utilizó el modo de monitorización de iones únicos para la 
cuantificación de la señal. Las temperaturas de la fuente de ionización y del 
cuadrupolo fueron de 230ºC y 150ºC, respectivamente. Se preparó una solución 
madre con los estándares de interés (WSFA-2; Sigma-Aldrich) y un estándar interno 
(ácido 4-metilvalérico). Se preparó una curva de calibración de 2 a 10.000μM. Las 
concentraciones de AGCC se expresaron como μM/g de heces (artículo 10). 
3.3.4.12. Análisis estadístico 
Para el análisis estadístico se utilizó el programa SPSS versión 25 (SPSS Inc., 
Chicago, Illinois, EE.UU.), mientras que los gráficos fueron elaborados con GraphPad 
Prism versión 8 (GraphPad software Inc., La Jolla, California, EE.UU.). Los resultados 
se expresaron como los valores medios con su desviación estándar. Se consideraron 
diferencias significativas entre grupos con un valor de p<0,05. 
Se determinó la normalidad de distribución de los datos mediante el test de 
Kormogorov-Smirnov. Se aplicó el análisis univariado de varianza (ANOVA) para 
estudiar los efectos entre más de dos grupos, seguido de las comparaciones múltiples 
mediante la corrección post-hoc de Bonferroni para varianzas similares y el de T2-
Tamhane para varianzas diferentes. Se utilizó la prueba de Krukal-Wallis seguido del 
post-hoc de Mann-Whitney para realizar comparaciones múltiples no paramétricas. 
Las comparaciones entre dos grupos se realizaron mediante el test de la t de Student 
o U de Mann-Whitney según la distribución fuera paramétrica o no paramétrica. La 
distribución de ratas entre los grupos (ej: hipercolesterolémica, clasificación según 
score, etc) se compararon mediante la prueba de la chi-cuadrado (χ2). Por último, para 
evaluar las posibles relaciones lineales entre parámetros de todos los experimentos, 
se empleó el test de correlación producto-momento de Pearson. 
Expresión de resultados 
Para una lectura más fácil, el próximo apartado de resultados se ha divido en tres 
capítulos, que responden a los objetivos específicos planteados en esta Tesis 
Doctoral. Cada capítulo está divido en subsecciones donde se incluyen las 
publicaciones correspondientes, junto con una breve introducción, hipótesis del 
























 IV. RESULTADOS 
Capítulo 1 
Estudio a corto plazo de los efectos del extracto de algarroba sobre la 
digestión y absorción de hidratos de carbono y grasas 
Antecedentes: los estudios epidemiológicos sugieren una infinidad de efectos 
beneficiosos asociados a las dietas ricas en polifenoles, entre los que destaca su 
acción antioxidante, anticancerígena, antidiabética, antiinflamatoria, neuroprotectora y 
antimicrobiana (Quiñones y cols., 2013). Concretamente, las PACs se han postulado 
como un ingrediente funcional prometedor debido a su efecto para modular el 
metabolismo de los hidratos de carbono y las grasas, destacándose como agente 
antidiabético (Rauf y cols., 2019). El CFE es una fuente muy rica de este tipo de 
polifenoles, sin embargo, su posible efecto reductor de la glucemia y lipemia 
postprandiales nunca ha sido estudiado. Asimismo, los estudios disponibles hasta la 
fecha, informan de tratamientos prolongados para observar una mejora clara. 
Objetivos: 
 Evaluar el efecto in vitro del extracto de algarroba sobre las enzimas α-
glucosidasa (actividad maltasa) y lipasa pancreática, implicadas en la 
digestión de los hidratos de carbono y las grasas, respectivamente. 
 Estudiar y comparar los efectos de la administración aguda y subcrónica (1 
semana) de CFE sobre la glucemia postprandial en ratas Wistar macho de 
dos meses de edad. 
 Analizar la modulación nutrigenómica de la administración de CFE sobre 
los niveles del transportador SGLT1 en duodeno y yeyuno tras el 
experimento subcrónico. 
 Estudiar y comparar los efectos de la administración aguda y subcrónica de 
CFE sobre la lipemia (trigliceridemia y colesterolemia) postprandial en ratas 
Wistar macho de dos meses de edad.  
 Caracterizar el perfil lipídico del remanente de grasa del lumen intestinal y 
fecal tras el estudio de digestibilidad en ratas Wistar macho control y con 
administración de CFE. 
 Estudiar aspectos tecnológicos de la formulación de emulsiones simples y 
gelificadas con CFE añadido. 
 Evaluar el efecto de la adición de CFE sobre la lipolisis in vitro de las 
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 IV. RESULTADOS 
Antecedentes: la hiperglucemia postprandial se considera un factor de riesgo 
para la DMT2 y se ha relacionado con muchas de las complicaciones macro y 
microvasculares derivadas de esta patología. Las estrategias que se han manejado 
hasta la fecha para minimizar este estado se han basado en la inclusión de fibra 
dietética en las comidas, así como la utilización farmacológica de inhibidores de la α-
glucosidasa. Actualmente se sabe que los polifenoles pueden mejorar la progresión de 
la DMT2 al modular el metabolismo de los hidratos de carbono a diferentes niveles. El 
extracto de algarroba (CFE, por sus siglas en inglés, carob fruit extract), rico en fibra 
insoluble y PACs poliméricas de elevado pero molecular, ha demostrado propiedades 
hipolipemiantes tanto en estudios en animales como en humanos. Sin embargo, su 
efecto sobre la hiperglucemia postprandial nunca ha sido probado. 
Hipótesis: el extracto de algarroba rico en PACs es capaz de inhibir etapas clave 
de la digestión de los hidratos de carbono tanto in vitro como in vivo. 
Resultados: concentraciones desde 0,5mg/mL de CFE fueron capaces de inhibir 
la enzima α-glucosidasa actividad maltasa, alcanzando una inhibición del 50% para la 
concentración máxima probada de CFE (5mg/mL). Al incrementar la concentración de 
sustrato, descubrimos que el CFE ejerce un mecanismo de inhibición de tipo 
competitivo, con una cinética similar a la del fármaco Acarbosa para la mayor dosis de 
CFE. En un intento de verificar in vivo los resultados obtenidos in vitro, se realizaron 
dos estudios de digestibilidad (agudo y subcrónico). El estudio agudo realizado en 
ratas sanas reveló una reducción de la hiperglucemia postprandial para las diferentes 
dosis de CFE probadas a la hora de experimento. Tras una semana de administración 
(estudio subcrónico), el CFE bloqueó la absorción de los hidratos de carbono en mayor 
medida, reflejando una disminución de la hiperglucemia postprandial del 20% para la 
menor dosis testada. En la comparativa entre el estudio agudo y subcrónico se 
observó una clara disminución para la máxima dosis evaluada, resultado que puede 
deberse a la menor digestión de los hidratos de carbono (inhibición de la α-
glucosidasa) y a su menor absorción (descenso en los niveles del transportador de 
glucosa SGLT1 en duodeno). 
Conclusiones: el CFE ejerce importantes efectos en el metabolismo de los 
hidratos de carbono, reduciendo notablemente la hiperglucemia postprandial desde 
una primera dosis y mejorando sus efectos tras una semana de consumo, lo que 
destaca la importancia de la nutrigenómica. Estas propiedades señalan al CFE como 
una adecuada estrategia nutricional para manejar la hiperglucemia postprandial y 
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 IV. RESULTADOS 
Antecedentes: la hipertrigliceridemia postprandial se ha reconocido como un 
evento previo a la instauración de la RI e intolerancia a la glucosa (Aslam y cols., 
2016). El control de la hipertrigliceridemia postprandial es uno de los objetivos de la 
terapia nutricional, tanto de forma preventiva para ralentizar el progreso a DMT2, como 
tratamiento para reducir las complicaciones diabéticas (Chan y cols., 2013). La fibra y 
los polifenoles pueden dificultar la absorción de macronutrientes y aumentar la 
velocidad de tránsito intestinal mediante, lo que conduce a una menor respuesta 
postprandial. Asimismo, los polifenoles han demostrado regular la homeostasis lipídica 
a diferentes niveles. El CFE es fuente de estos dos componente y ha revelado ser 
eficaz para reducir el colesterol plasmático en humanos y ratas, lo que lo predispone 
como un prometedor agente hipolipemiante (Ruiz-Roso y cols., 2010). 
Hipótesis: el CFE rico en fibra y PACs reduce la hiperlipemia postprandial en 
ratas Wistar sanas de 2 meses de edad. 
Resultados: el CFE inhibió la actividad de la lipasa pancreática in vitro de forma 
dosis dependiente, llegando a alcanzar un 20% de inhibición para la máxima 
concentración probada. Estos resultados fueron corroborados en un estudio de 
digestibilidad in vivo, donde se observó una reducción de la trigliceridemia postprandial 
en todas las dosis administradas desde una única administración. A su vez, estos 
resultados fueron más potentes tras una semana administrando el CFE, inhibiendo 
casi en su totalidad la absorción de triglicéridos en los animales que tomaron la mayor 
dosis. La misma tendencia fue observada en la colesterolemia postprandial tanto en el 
estudio agudo como en el subcrónico, lo que afianzó los efectos hipolipemiantes del 
CFE. La caracterización lipídica del remanente intestinal tras el estudio de 
digestibilidad justificó nuestra hipótesis al encontrarse un mayor contenido de 
triglicéridos en el grupo con mayor dosis de CFE, lo que fue indicativo de una clara 
disminución de la digestión. La mayor presencia de grasa en heces (triglicéridos y 
colesterol) en este mismo grupo respecto al control, ratificó la menor absorción de 
lípidos. 
Conclusiones: el CFE reduce la hiperlipemia postprandial desde una única dosis 
y de forma dosis dependiente, inhibiendo la digestión y absorción de grasas a 
diferentes niveles. Posiblemente estos resultados se deban a los efectos de la fibra y 
las PACs: a) reduciendo el vaciamiento gástrico, b) inhibiendo la digestión y absorción 
de grasas, c) incrementando la velocidad de tránsito intestinal, y d) aumentando la 
síntesis y excreción de sales biliares. Además, el potente efecto hipolipemiante 
encontrado en el experimento subcrónico vs. agudo nos hacen pensar que su 
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 IV. RESULTADOS 
Antecedentes: En los últimos años se ha propuesto el uso de emulsiones simples 
y gelificadas como un sistema tecnológico adecuado para reemplazar grasas 
saturadas por otras con un perfil más saludable en los productos cárnicos (Jiménez-
Colmenero, 2007). El tipo de sistema a elaborar (emulsión simple o gelificada) y la 
proteína emulsificante utilizada (caseinato sódico, SC; aislado de proteína de suero de 
la leche, WPI) determinan las propiedades reológicas del nuevo producto. Estos 
factores condicionan notablemente la digestión de los lípidos, ya que modifican el 
tamaño de gota y por tanto el acceso de la lipasa (Chang & McClements, 2016; Wilde 
& Chu, 2011). Por ello, el objetivo del presente trabajo fue evaluar las propiedades 
reológicas de los productos formulados, así como el efecto de la adición del CFE sobre 
la oxidación de los sistemas y la lipolisis que acontece tras una digestión in vitro. 
Hipótesis: El tipo de proteína emulsificante (SC y WPI) determina las propiedades 
reológicas de las emulsiones simples y gelificadas, al mismo tiempo que modifica la 
liberación del CFE. 
Resultados: El estudio reológico reveló diferentes comportamientos en función de 
la proteína emulsificante, tanto en las emulsiones simples como gelificadas. La adición 
de CFE produjo un refuerzo estructural de las emulsiones gelificadas, especialmente 
en el caso de SC. El resultante obtenido tras la digestión in vitro de las diferentes 
emulsiones mostró una mayor liberación de CFE en las emulsiones simples vs. 
gelificadas, lo que se correspondió con una mayor actividad antioxidante. El análisis 
lipídico de los productos digeridos reflejó un mayor lipolisis en la emulsión gelificada 
con WPI que en la emulsión la simple. Además, también reveló una mayor presencia 
de triglicéridos en los sistemas con CFE añadido en los dos tipos de emulsiones, 
resultados que no se encontraron en los sistemas formulados con SC. 
Conclusiones: La proteína emulsionante y/o la adición de CFE modifican 
significativamente la estructura de los sistemas, la liberación del compuesto bioactivo, 
la actividad antioxidante y la digestión de lípidos. La emulsión gelificada con WPI 
permitió una mayor liberación de lípidos. Sin embargo, es importante estudiar el tipo 
de sistema, ya que el efecto inhibitorio de la lipasa pancreática por parte del CFE está 









































































































 IV. RESULTADOS 
Capítulo 2 
Actualización de los conocimientos sobre el consumo de carne y productos 
cárnicos sobre diferentes aspectos de la salud, con especial énfasis en los 
mecanismos de oxidación. Papel de los cárnicos funcionales 
Antecedentes: La bibliografía disponible hasta la fecha señala una relación entre 
el consumo de carne roja y procesada con un mayor riesgo de padecer algunas 
enfermedades crónicas muy prevalentes, principalmente ECV, cáncer y DMT2 (Aune y 
cols., 2009; Richi y cols., 2015). Sin embargo, en muchos de los trabajos descritos no 
se cita la cantidad o el tipo de carne consumido, refiriéndose en la mayoría de los 
casos a cifras muy elevadas (Celada y cols., 2016; Celada & Sánchez-Muniz, 2016). 
Además, la carne y los productos cárnicos son una excelente matriz para incluir 
compuestos bioactivos, lo que permitiría formular cárnicos funcionales capaces de 
minimizar el posible impacto perjudicial de su consumo, al mismo tiempo que mejorar 
sus propiedades nutricionales (Jiménez-Colmenero y cols., 2001; Olmedilla-Alonso y 
cols., 2013). 
Objetivos: 
 Definir el concepto de carne y productos cárnicos según las principales 
agencias reguladoras, así como su contribución a la dieta actual. 
 Describir el impacto de un elevado consumo de carne y productos cárnicos, 
con especial hincapié en los productos de oxidación originados y su posible 
implicación sobre la salud. 
 Analizar el concepto de cárnico funcional. Revisar y discutir la asociación 
establecida entre un elevado consumo de carne y productos cárnicos y el 
estrés oxidativo. 
 Evaluar la formulación de cárnicos funcionales con potencial efecto 
antioxidante en el procesado, almacenamiento y cocinado. Valorar las 
propiedades funcionales de dichos cárnicos sobre el estatus antioxidante 
de los consumidores (tanto en modelos animales y ensayos clínicos). 
 Discutir los efectos del consumo de PACs sobre la microbiota, 
permeabilidad intestinal e inflamación. Evaluar el impacto de su consumo 
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 IV. RESULTADOS 
Resumen: De acuerdo al Glosario de términos del Codex Alimentarius, la carne 
se define como la porción comestible de cualquier mamífero. Esta amplia definición 
nos da una idea de la complejidad y la problemática asociada al consumo de carne. 
Por ello, en este trabajo se revisa el concepto de carne y productos cárnicos por las 
principales agencias reguladoras internacionales, así como algunos aspectos de la 
clasificación de la carne blanca/roja, insistiendo en la necesidad de crear una 
clasificación más precisa y evitar las generalizaciones. 
De forma general, se acepta que la carne es un alimento rico en AGS y colesterol, 
siendo estos componentes los responsables de algunas de las opiniones negativas 
que reciben. Una elevada ingesta de carnes, especialmente de carnes rojas, se asocia 
positivamente con el desarrollo de enfermedades cardiovasculares y algunos tipos de 
cáncer. El factor común que podría ayudar a comprender esta relación es el papel del 
estrés oxidativo en la etiología y/o progresión de estas enfermedades, ya que la 
naturaleza altamente perecedera de la carne los convierte en una fuente importante 
fuente de productos de oxidación durante su producción, almacenamiento, cocinado y 
consumo (digestión y metabolización). Los principales sustratos susceptibles a la 
oxidación son los lípidos, especialmente los AGP de cadena larga, los cuales originan 
malondialdehído, 4-hidroxi-nonenal y oxisteroles. Además, también se puede formar 
compuestos de oxidación de origen proteico como los carbonilos proteicos; por la 
combinación de un azúcar reductor y un grupo amino, formando productos finales de 
glicosilación avanzada; o finalmente, también se puede originar óxido de trimetilamina, 
comúnmente conocido como TMAO, tras la metabolización de algunos aminoácidos 
por la microbiota. La ingesta elevada de todos estos compuestos, puede inducir estrés 
oxidativo per se o incrementar la formación de especies reactivas de oxígeno, 
contribuyendo notablemente a la progresión de enfermedades crónico-degenerativas. 
En el presente artículo resumimos cómo se forman los compuestos de oxidación 
en la carne y productos cárnicos, así como la implicación de su consumo sobre la 
salud. Además, destacamos la necesidad de realizar estudios de intervención 
controlados que prueben diferentes tipos y cantidades de carne y productos cárnicos 
para determinar con precisión la relación entre su consumo, la oxidación y las 
enfermedades degenerativas. Con ello, se pretende minimizar el impacto negativo que 
está recibiendo la carne y resaltar la importancia de una dieta plural y equilibrada. 
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 IV. RESULTADOS 
Resumen: Un elevado consumo de carne y productos cárnicos se ha asociado 
positivamente con un incremento del estrés oxidativo y el desarrollo de patologías 
crónico-degenerativas (Artículo 4). La carne y los productos cárnicos son una 
excelente matriz para incorporar compuestos bioactivos con potencial antioxidante. 
Como consecuencia, en la presente revisión evaluamos los principales ingredientes 
con efectos antioxidantes y si su empleo en el diseño y formulación de cárnicos 
funcionales puede ser una estrategia adecuada para mejorar la composición y 
estabilidad de la carne, así como paliar los efectos oxidativos atribuidos a su alto 
consumo.  
Por ello, este trabajo analiza y resume: a) el concepto de alimento funcional, a la 
vez que se describen los principales procesos tecnológicos que permiten su 
formulación; b) principales trabajos que estudian el potencial antioxidante de productos 
cárnicos funcionales durante su procesado, almacenamiento y cocinado; c) resultados 
de ensayos con animales y estudios de intervención en humanos, tratando de 
determinar la funcionalidad del producto final (p. ej. neutralizando la formación 
radicales libres o aumentando la maquinaria antioxidante); d) los posibles efectos 
negativos de un consumo elevado de cárnicos funcionales; e) la aplicación de los 
cárnicos funcionales en la nutrición personalizada o de precisión, identificando 
aquellos sujetos que se podrían beneficiar en mayor medida de su consumo.  
El desarrollo de este tipo de productos presenta por tanto un enfoque doble, ya 
que por un lado pueden reducir el estado de oxidación de la carne y prolongar su vida 
útil, y por otro, mejorar el estatus antioxidante de los consumidores, contribuyendo a la 
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 IV. RESULTADOS 
Resumen: Las proantocianidinas (PACs) o taninos condensados son unos 
compuestos polifenólicos que, dada su estructura básica conformada por unidades de 
flavan-3-ol, pertenecen al grupo de los flavanoles. Se encuentran ampliamente 
distribuidos en alimentos de origen vegetal como el té, café, arándanos o algarroba, 
cuyo consumo se ha relacionado con numerosas propiedades beneficiosas. Sin 
embargo, las PACs son estructuras complejas que necesitan un proceso de 
metabolización intestinal para ser biodisponibles, jugando un papel esencial en la 
modulación de la microbiota. En este capítulo de libro se revisa a) proceso de 
biotransformación de las PACs y su impacto sobre la microbiota intestinal tanto en una 
situación fisiológica como patológica; b) posible implicación de las PACs sobre la 
homeostasis del ecosistema digestivo, teniendo en cuenta el equilibrio entre la 
microbiota, la producción de mediadores metabólicos, la permeabilidad intestinal y la 
inmunidad local; c) otros efectos menos conocidos de las PACs sobre el tracto 
digestivo superior (cavidad bucal, gástrica e intestinal); d) efecto del consumo de PACs 
sobre diversas patologías crónicas como la aterosclerosis, hipertensión, dislipemia, 
obesidad, síndrome metabólico y DMT2; y por último, e) futuras líneas de actuación 
para poder establecer pautas dietéticas personalizadas en las que se incluyan PA para 










 IV. RESULTADOS 
Capítulo 3 
Evaluación del efecto antidiabético de un cárnico funcional enriquecido en 
extracto de algarroba sobre dos modelos murinos de DMT2 
Antecedentes: la modificación del estilo de vida, con una alimentación saludable 
y mayor ejercicio físico, es la principal opción de prevención y manejo para la DMT2, 
aunque supone un gran reto para este grupo poblacional (American Diabetes 
Association, 2020; Bennett y cols., 2015). Como alternativa se están desarrollando 
cárnicos funcionales para mejorar el estado de salud sin la necesidad de cambiar 
excesivamente la alimentación. La carne es un alimento de amplia aceptación para 
todos los grupos poblacionales y una matriz excelente para incorporar compuestos 
bioactivos (Celada y cols., 2016; Sánchez-Muniz, 2004). Teniendo en cuenta los 
resultados descritos en el capítulo 1 sobre el metabolismo de los hidratos de carbono y 
las grasas y que predisponen al CFE como un prometedor agente antidiabético, 
seleccionamos una dosis de CFE adecuada para ser utilizada como ingrediente 
bioactivo en el desarrollo de un cárnico funcional dirigido a la población con DMT2. 
Para ello, diseñamos dos modelos murinos de DMT2 que simulan una etapa inicial y 
una etapa tardía de la patología. Asimismo, tal y como se verá a continuación en la 
descripción del diseño experimental, establecimos dos grupos de animales para ver la 
efectividad de la inclusión del cárnico funcional como tratamiento preventivo o 
terapéutico. 
Como se ha comentado a lo largo de esta Tesis Doctoral, es importante evaluar 
que el consumo de un alimento funcional ejerce una acción beneficiosa en el 
organismo, más allá de la meramente nutricional. A pesar de ello, en la bibliografía 
disponible apenas hay estudios que evalúen su funcionalidad. 
Objetivos: 
 Elaboración de un cárnico funcional enriquecido en CFE por el método de 
adición de nuevos componentes; búsqueda de marcadores útiles para 
probar su eficacia. 
 Evaluar el potencial antidiabético del consumo de un cárnico funcional 
enriquecido en CFE sobre la glucemia, lipemia y colesterolemia de ratas 
Wistar con DMT2. 
 Estudiar el efecto del consumo de un cárnico funcional enriquecido en CFE 




 IV. RESULTADOS 
de las VLDL en dos modelos murinos de DMT2 (estadio inicial y tardío de 
la patología). 
 Analizar el impacto del consumo de un cárnico funcional enriquecido en 
CFE sobre la señalización de insulina y la lipogénesis de novo hepáticas en 
dos modelos murinos de DMT2 (estadio inicial y tardío de la patología). 
 Conocer el efecto del consumo de un cárnico funcional enriquecido en CFE 
sobre la microbiota, producción de AGCC y permeabilidad de la barrera 
colónica de ratas Wistar con DMT2 en estadio avanzado. 
 Caracterizar el tipo de PACs presentes en el CFE. 
 Evaluar el efecto del consumo de un cárnico funcional enriquecido en CFE 
sobre el estatus antioxidante de la mucosa colónica proximal y distal en 
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 IV. RESULTADOS 
Antecedentes: La RI es la alteración principal que define a la DMT2. A su vez, 
también es la causa endógena más frecuente del metabolismo de los lípidos y que 
contribuye al mayor riesgo de ECV encontrado en estos pacientes (Leavens & 
Birnbaum, 2011). La interrelación entre RI y la homeostasis lipoproteica parece estar 
en la ruta principal de señalización de la insulina hepática, la vía de 
InsR/IRS/PI3K/AKT. Se ha demostrado que su alteración influye en el ensamblaje de 
las VLDL y la cinética de las LDL a través de una menor expresión de su receptor, por 
lo que mejorar la RI parece ser una buena estrategia para manejar la dislipemia 
diabética (Verges, 2015). Las PACs de diferentes fuentes vegetales se han postulado 
como unos compuestos bioactivos con capacidad para modular la señalización de 
insulina y el metabolismo de los hidratos de carbono y las grasas (Rauf y cols., 2019). 
Por tanto, la inclusión de CFE en un reestructurado cárnico puede inducir una mejora 
en la RI y las alteraciones asociadas. 
Hipótesis: La inclusión de CFE en una matriz cárnica reduce la dislipidemia 
diabética al mejorar la RI en ratas diabéticas alimentadas con dieta alta en grasas 
saturadas. 
Resultados: Las dietas experimentales fueron bien aceptadas, aunque se 
observó una menor tasa de crecimiento en los animales CE, derivado de una menor 
ingesta y digestibilidad de la dieta, posiblemente por el efecto saciante de la fibra 
presente en el CFE. El consumo del cárnico enriquecido en CFE mostró un claro 
efecto antidiabético al reducir la insulinemia, HOMA-IR, lípidos plasmáticos e índice 
aterogénico. Esta reducción de la trigliceridemia, indujo una reducción del 36% de la 
masa total de VLDL y con un menor contenido en triglicéridos respecto al grupo C. 
Unido a esto, el grupo CE reveló un aumento de IDL y LDL, que junto con los niveles 
incrementados del receptor LDL, es indicativo de un mayor catabolismo de estas 
lipoproteínas. Todas estas mejoras en el metabolismo de las lipoproteínas podrían 
estar debidas, en parte, a una mayor efectividad en la señalización de insulina, ya que 
se observaron mayores niveles de PI3K y pAKTser473 en las ratas CE vs. C. 
Conclusiones: La inclusión de un cárnico enriquecido en CFE mejora el 
metabolismo de las lipoproteínas al incrementar los niveles de algunas proteínas clave 
en la ruta InsR/IRS/PI3K/AKT de señalización de la insulina. Por lo tanto, se puede 
sugerir que la carne enriquecida en CFE es un alimento funcional adecuado para ser 
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 IV. RESULTADOS 
Antecedentes: La dislipemia diabética es otra de las alteraciones que 
normalmente sufren los pacientes con DMT2. Se caracteriza por anormalidades 
cuantitativas, cualitativas y cinéticas en el metabolismo de las lipoproteínas, entre las 
que se destaca un incremento de las VLDL y un menor aclaramiento de partículas 
LDL, con la consiguiente formación de sdLDL susceptibles de oxidación (Parhofer, 
2011; Verges, 2015). El CFE ha demostrado propiedades hipolipemiantes en sujetos 
hipercolesterolémicos (Ruiz-Roso y cols., 2010), resultados que fueron corroborados 
en los estudios descritos en el capítulo 1 en ratas Wistar sanas. A pesar de estos 
buenos resultados, el efecto del CFE sobre la alteración en el metabolismo de las 
lipoproteínas de sujetos con DMT2 nunca ha sido probada. Por ello, evaluar el efecto 
del consumo de un cárnico con CFE sobre las modificaciones cualitativas y 
cuantitativas de las lipoproteínas en un modelo de DMT2 es altamente relevante. 
Hipótesis: La adición de CFE como ingrediente funcional incluido en una matriz 
cárnica minimiza las alteraciones en el perfil lipoproteico provocadas por el consumo 
de una dieta alta en grasas saturadas y colesterol en un modelo de DMT2 avanzada. 
Resultados: Los tres grupos de estudio (ED, D y DE) mostraron niveles 
equivalentes de ingesta y peso corporal, lo que demuestra la adecuada aceptación de 
las dietas. Sin embargo, los animales ED y DE revelaron una menor digestibilidad de 
la dieta, debido fundamentalmente a la mayor excreción fecal y presencia de grasa en 
heces encontrada en estos grupos. Ambos grupos que consumieron el cárnico 
enriquecido en CFE, mostraron una reducción significativa de la glucemia y la 
colesterolemia en comparación con el grupo control. El grupo D mostró el perfil típico 
de lipoproteínas de ratas hipercolesterolémicas, mientras que los animales que 
recibieron CFE bloquearon parcialmente este efecto, mostrando niveles más bajos de 
β-VLDL y LDL, así como presencia de HDL típicas, con mayor contenido de colesterol. 
Por otra parte, se encontrarón niveles incrementados del LDLr hepático en los 
animales ED y DE. Por último, la actividad AE fue significativamente superior en los 
grupos alimentados con CFE, lo que se correspondió con niveles reducidos de VLDL-
ox y oxidación hepática en comparación con los observados en el grupo D. 
Conclusiones: El consumo de un cárnico enriquecido en CFE reduce los efectos 
negativos de una dieta aterogénica al mejorar la glucemia, lipemia, actividad 
arilesterasa, niveles LDLr y el perfil lipoproteico, especialmente cuando se consume 
como estrategia estrategia preventiva. Por tanto, la inclusión de CFE como ingrediente 
funcional en un reestructurado cárnico parece ser una adecuada estrategia nutricional 
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 IV. RESULTADOS 
Antecedentes: La DMT2 es una patología crónica caracterizada por RI e 
hiperglucemia. Sin embargo, el estadio de la enfermedad determina las características 
fisiopatológicas de la misma (Fonseca, 2009; Skovsø, 2014). La dieta es un factor 
central tanto en el desarrollo de la DMT2, como en el control de la misma. 
Concretamente, las PACs se han postulado como unos potentes agentes 
antidiabéticos, regulando el metabolismo de los hidratos de carbono, favoreciendo la 
síntesis y secreción de insulina y mejorando la señalización de insulina en los tejidos 
periféricos (Rauf y cols., 2019; Yang & Chan, 2017). El CFE, una fuente rica en fibra y 
PACs, ha demostrado efectos prometedores sobre el estatus postprandial (Artículos 1 
y 2), así como sobre la dislipemia diabética (Artículo 8). No obstante, hasta la fecha no 
ha sido probado el impacto del consumo del CFE incluido en una matriz cárnica sobre 
la disfunción pancreática en un modelo de estado tardío de DMT2. 
Hipótesis: El consumo de un cárnico enriquecido en CFE mejora la disfunción 
pancreática, la señalización de insulina y la lipogénesis de novo hepáticas en un 
modelo de DMT2 avanzada. 
Resultados: El estudio histopatológico del páncreas reveló una marcada atrofia 
de los islotes de Langerhäns, con pequeñas vacuolas en las células acinares y niveles 
reducidos de insulina en el grupo D. Además, el hígado mostró un perfil 
hispopatológico compatible con NAFLD, con una elevada infiltración grasa. En cambio, 
los grupos que consumieron CFE como estrategia preventiva (ED) y terapéutica (DE) 
presentaron islotes de Langerhäns regulares, un elevado contenido de insulina y una 
mayor proliferación celular en comparación con el grupo D. A nivel hepático se 
encontró un incremento de los niveles y la fosforilación de las proteínas implicadas en 
la señalización de insulina InsR/PI3K/AKT/GSK3 que condujo a un mayor 
almacenamiento de glucógeno. Por último, el porcentaje de esteatosis fue 
significativamente menor en los grupos ED y DE, los cuales presentaron una marcada 
disminución de los factores de transcripción lipogénicos LXRα/β, SREBP-1c and 
ChREBP respecto al control. 
Conclusiones: El consumo como estrategia preventiva o terapéutica mejora la 
sensibilidad a la insulina al reducir la disfunción pancreática y favorecer la 
regeneración de las células β pancreáticas, lo que indirectamente contribuye a una 
mejor homeostasis de la glucosa a través de la vía InsR/PI3K/AKT/GSK3. Asimismo, el 
CFE reduce la acumulación de lípidos hepáticos al regular a la baja los factores de 
transcripción lipogénicos LXRα/β, SREBP-1c and ChREBP. El consumo de carne 
funcional enriquecida en CFE parece ser una herramienta eficaz para mejorar la 
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 IV. RESULTADOS 
Antecedentes: La dieta es un factor clave en el mantenimiento de la homeostasis 
entre la microbiota intestinal y el huésped, cuya alteración puede conducir a la 
progresión de diversas enfermedades como la DMT2 (Sharma & Tripathi, 2019). La 
fibra y los polifenoles se han postulado como unos prometedores agentes prebióticos, 
capaces de promover el crecimiento de especies bacterianas beneficiosas y mejorar la 
salud intestinal (Anhe y cols., 2015; Scott y cols., 2013). El CFE es un compuesto rico 
fibra insoluble y PACs, el cual ha demostrado efectos hipoglucemiantes e 
hipolipemiantes (Artículos 1 y 2), a la vez que reduce la disfunción pancreática y 
mejora la sensibilidad a la insulina hepática (Artículos 7 y 9). Sin embargo, hasta la 
fecha no se ha descrito su efecto sobre la microbiota intestinal y la integridad de la 
barrera colónica. 
Hipótesis: El consumo de un cárnico enriquecido en CFE mejora la microbiota 
intestinal y reduce las alteraciones de la integridad de la barrera colónica en un modelo 
de estadio tardío de DMT2. 
Resultados: El estudio histopatológico del colon mostró una mucosa colónica 
distal alterada en el grupo D, con bajos niveles de células caliciformes y una 
distribución anormal de las uniones estrechas (ocludina y zonulina-1). La inclusión del 
cárnico enriquecido en CFE como estrategia preventiva (ED) presentó niveles más 
altos de especies bacterianas beneficiosas (Bacteroides spp., Bifidobacterium spp., F. 
prausnitzii y Lactobacillus spp.), AGCC (acetato, propionato y butirato) y una mejor 
integridad de la mucosa colónica distal (mayor profuncidad de criptas, células 
caliciformes, recambio celular y uniones estrechas) en comparación con el grupo 
control D. En cambio, el consumo del cárnico enriquecido en CFE como tratamiento 
terapéutico (DE) reveló menor abundancia de especies bacterianas potencialmente 
dañinas (Enterobacteriaceae y Enterococcus spp.) y de zonulina-1 en la mucosa 
colónica distal y mayores niveles de ocludina en ambos segmentos colónicos.  
Conclusiones: El consumo del cárnico enriquecido en CFE como estrategia 
preventiva bloqueó los efectos dañinos de la dieta alta en grasas saturadas y 
colesterol sobre la microbiota intestinal, la producción de AGCC y la pérdida de la 
integridad de la barrera colónica. En contraste, el consumo del cárnico enriquecido en 
CFE como tratamiento terapéutico no logró los efectos esperados, mostrando una 
acción local sobre las uniones estrechas, en un intento de reforzar la barrera colónica. 
La utilización de CFE como ingrediente funcional parece una adecuada estrategia 
nutricional para incrementar el aporte de fibra y PACs, además de para minimizar el 
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 IV. RESULTADOS 
Antecedentes: A pesar de que la DMT2 presenta un origen multifactorial, cada 
vez son más los estudios que señalan al estrés oxidativo como un agente esencial en 
su desarrollo (Wright y cols., 2006). Las alteraciones propias de la patología como la 
hiperglucemia postprandial pueden contribuir al desequilibrio del estatus antioxidante 
al producir una elevada cantidad de ROS (Wright y cols., 2006). A su vez, la dieta es 
una fuente continua de compuestos de oxidación, capaces de alterar la integridad 
intestinal e inducir estrés oxidativo (Li y cols., 2019), aunque la evidencia es muy 
escasa a nivel colónico. Concretamente, la carne y los productos cárnicos se han 
asociado con un aumento del estrés oxidativo y el desarrollo de patologías crónicas 
(Artículo 4). Sin embargo, la formulación de cárnicos funcionales con compuestos 
bioactivos con potencial antioxidante, como el caso del CFE, pueden ser una 
alternativa adecuada para paliar estos efectos adversos (Artículo 5). 
Hipótesis: El consumo de un cárnico enriquecido en CFE mejora el estatus 
antioxidante colónico en un modelo de estado avanzado de DMT2. 
Resultados: La caracterización del tipo de PACs contenidas en el CFE mediante 
resonancia magnética nuclear (RMN) reveló una elevada presencia de prodelfinidina 
B3 y prodelfinidina C2. Asimismo, los espectros de 1H RMN mostraron un predominio 
de estructuras poliméricas de 3 a 9 unidades. El consumo del cárnico enriquecido en 
CFE, tanto bajo el punto de vista preventivo como terapéutico, indujo una mayor 
expresión y actividad de la maquinaria antioxidante a nivel de la mucosa proximal en 
comparación con el grupo control D. La mayor expresión pNrf2ser40 observada en la 
mucosa proximal de los grupos ED y DE vs. D, parece ser la causa principal que 
modula la activación de la maquinaria antioxidante. En relación con la defensa 
antioxidante no enzimática, el grupo ED mostró mayores niveles de GSH y menores 
de GSSG en relación con el control D en la mucosa colónica proximal, presentando un 
menor índice redox. Por el contrario, el grupo DE redujo notablemente los niveles de 
GSSG de la mucosa proximal, estableciendo diferencias significativas con ED y D. 
Conclusiones: El CFE presenta un elevado contenido de prodelfinidina B3 y 
prodelfinidina C2 en su composición, conformando mayoritariamente estructuras de 3 
a 9 unidades. Su consumo incluido en un cárnico funcional, tanto como estrategia 
preventiva como curativa, incrementa la expresión y actividad de la maquinaria 
antioxidante, principalmente a nivel de la mucosa colónica proximal, al inducir la 
translocación de Nrf2 al núcleo. Por tanto, el consumo de cárnicos funcionales 
enriquecidos en CFE podría ser una estrategia nutricional eficaz para mejorar el 
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 V. DISCUSIÓN INTEGRADORA 
El avance del conocimiento en la interacción dieta-salud ha hecho que la nutrición 
no solo se entienda como la mera acción de nutrir, sino que se interprete como una 
potente herramienta para prevenir y ralentizar el progreso de las enfermedades 
crónicas (Bennett y cols., 2015). 
Esta Tesis Doctoral se ha desarrollado con el fin de conocer los efectos del 
consumo del extracto de algarroba (CFE) en diferentes modelos de rata y caracterizar 
los mecanismos moleculares responsables de los mismos. Para ello, se han realizado 
tres experimentos en ratas Wistar: el primero de ellos en ratas jóvenes y sanas para 
verificar los efectos del CFE sobre la digestión y absorción de hidratos de carbono y 
grasas; y posteriormente en dos modelos diferentes de DMT2 en los que se evalúan 
los efectos del consumo crónico de CFE como ingrediente funcional incluido en una 
matriz cárnica. Los tres experimentos realizados ponen de manifiesto que el CFE 
presenta un potente efecto antidiabético a través de diferentes mecanismos, entre los 
que se encuentran la modificación directa de la digestión, absorción y metabolismo de 
macronutrientes, así como efectos nutrigenómicos que afectan a marcadores 
importantes en la fisiopatología de la DMT2. 
Esta sección se subdivide en subapartados que intentan responder a los objetivos 
planteados, donde se discuten en conjunto los resultados más importantes incluidos 
en esta Tesis Doctoral intentando integrar y relacionar el conjunto de los resultados y 
así poder emitir de forma neta unas conclusiones. 
5.1. Efecto a corto plazo del consumo de extracto de algarroba sobre la digestión 
y absorción de hidratos de carbono y grasas 
La capacidad de los polifenoles para modular la digestión y absorción de 
nutrientes, especialmente hidratos de carbono y grasa, ha sido ampliamente descrita 
(Bahadoran y cols., 2013; Hanhineva y cols., 2010). Por ello, en primer lugar, se quiso 
confirmar, tanto en estudios in vitro como in vivo (Artículos 1 y 2), que el CFE puede 
interferir sobre dichos procesos. 
Inicialmente se valoró el efecto del CFE sobre la enzima α-glucosidasa (actividad 
maltasa), una de las enzimas clave en la digestión de los hidratos de carbono al 
hidrolizar la maltosa en dos glucosas y permitir su posterior absorción intestinal. El 
CFE produjo un efecto inhibitorio de forma dosis dependiente, describiéndose por 
primera vez en la bibliografía internacional que este extracto ejerce una inhibición 
enzimática de tipo competitivo (Artículo 1). La marcada inhibición obtenida (superior al 
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tipo de PACs que contiene, ya que tal y como describe Xiao y cols. (2013), el grado de 
polimerización y el tipo de PACs condicionan el grado de inhibición de la enzima α-
glucosidasa, sugiriendo un mayor efecto para estructuras poliméricas. La estructura y 
tipo de PACs descritas en el artículo 11 (prodelfinidina B3 y prodelfinidina C2 
conformando estructuras de 3 a 9 unidades) (Figura 15), y en consonancia con lo 
recogido en las patentes WO2004/014150 y WO2006/000551 (Ruiz-Roso y cols., 
2006; Ruiz-Roso y cols., 2004), muestra un alto grado de polimerización que, junto con 
la elevada presencia de grupos hidroxilo de los flavan-3-ol, explicarían el marcado 
grado de inhibición de la digestión de los hidratos de carbono (Lee y cols., 2007). De 
forma paralela comprobamos que este mismo extracto produce in vitro una inhibición 
dosis-dependiente de la actividad de la lipasa pancreática, enzima que hidroliza los 
triglicéridos a 2-monoglicéridos y ácidos grasos libres (Artículo 2). Las PACs se han 
definido como potentes inhibidoras de la digestión de los lípidos, estableciendo una 
asociación significativa entre el grado de inhibición y grado de polimerización (Kimura 
y cols., 2011). Sin embargo, la importancia del grado de polimerización de las PACs 
sobre la actividad de la lipasa no resulta tan determinante como en lo expuesto para la 
enzima α-glucosidasa. 
 
Figura 15. Estructuras de las PACs identificadas en el CFE. 
CFE, extracto de algarroba; PACs, proantocianidinas. 
Una vez comprobada la efectividad inhibitoria del CFE sobre algunas enzimas 
clave de la digestión de los hidratos de carbono y las grasas, se evaluó su efecto in 
vivo en dos estudios postprandiales (agudo y subcrónico) en ratas Wistar jóvenes a las 
que se administró 1,5mL de una mezcla de glucosa (250mg), aceite de oliva y CFE 
(Artículos 1 y 2). La rata ha sido considerada como un modelo adecuado para 
estudios de digestibilidad (Steingoetter y cols., 2019). Dada la implicación de la 
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las terapias nutricionales y farmacológicas se dirigen a minimizar su impacto y 
duración (Ceriello, 2005; Ceriello y cols., 2002; Chan y cols., 2013), se evaluó el efecto 
potencial del CFE sobre ellas. Los resultados in vivo revelaron una disminución de la 
glucemia postprandial tras una única administración de CFE (estudio agudo), siendo 
más pronunciados sus efectos hipoglucemiantes tras una semana consumiendo dicho 
compuesto (estudio subcrónico) (Figura 16). Como se ha descrito, el CFE no solo está 
compuesto por PACs, sino que también presenta entre un 74−84% de fibra dietética 
total, de la que aproximadamente un 70% es fibra insoluble (Ruiz-Roso y cols., 2004). 
Por tanto, los efectos observados en el estudio postprandial agudo, puesto que se 
administra directamente glucosa, se deben asociar mayoritariamente al efecto arrastre 
o de retención de glucosa por la fibra, limitando su absorción (Ruiz-Roso y cols., 2010; 
Sánchez-Muniz, 2012). Este efecto fue confirmado en el experimento in vitro de 
difusión de glucosa, en el cual se observó una reducción de la difusión pasiva a través 
de una membrana porosa, que fue inversamente proporcional a la concentración de 
CFE estudiada (Artículo 1). Cabe remarcar en este punto que si se realizara una 
administración de hidratos de carbono complejos los efectos sobre la glucemia 
postprandial podrían ser incluso más evidentes, ya que posiblemente se encontraría 
un efecto sumatorio de la inhibición de la α-glucosidasa demostrada in vitro y atribuída 
a las PACs, con el efecto de la fibra insoluble recién comentado. Además, en el 
experimento subcrónico se encontró una marcada reducción de la glucemia 
postprandial en comparación con el estudio agudo, lo que sugiere la participación de 
mecanismos nutrigenómicos adicionales. Uno de estos mecanismos consistió en la 
reducción de los niveles del transportador de glucosa SGLT1 a nivel duodenal, que 
contribuye a la reducción de la absorción de glucosa (Artículo 1). 
 
Figura 16. Efecto del consumo del CFE sobre la glucemia postprandial. 
CFE, extracto de algarroba. Disponible en el artículo 1. 
Por otra parte, la trigliceridemia postprandial se vio reducida ya desde la 
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demuestra el potente efecto inhibidor del CFE sobre la actividad de la lipasa 
pancreática (Artículo 2) y el efecto arrastre o secuestrante de grasa. De nuevo, como 
se ha sugerido en el efecto hipoglucemiante, se establecería una sinergia entre las 
PACs (efecto sobre la lipasa) y la fibra insoluble (efecto arrastre) presentes en el CFE. 
El estudio subcrónico confirmó el efecto hipolipemiante. De hecho, al igual que en la 
glucemia, los resultados de la trigliceridemia y colesterolemia postprandiales fueron 
significativamente menores a los encontrados en el estudio agudo (Figura 17). Estos 
datos sugieren la implicación de mecanismos moduladores de la transcripción génica 
de enzimas y/o transportadores implicados en la digestión y absorción de grasas. Los 
efectos de las PACs tras administraciones repetidas, como ocurre en el experimento 
subcrónico, pueden ser desencadenados a nivel sistémico por los metabolitos activos 
de las PACs, liberados tras la fermentación colónica. Así, algunos autores como 
Bahadoran y cols. (2013) y Cires y cols. (2016) indican que son estos metabolitos 
activos de las PACs los responsables de los efectos nutrigenómicos. Por otra parte, las 
propiedades hipolipemiantes del CFE, demostradas previamente por otros autores, se 
han relacionado con su elevado contenido en fibra dietética y PACs (Goulas y cols., 
2016; Ruiz-Roso y cols., 2010; Valero-Muñoz y cols., 2019), que promoverían: 
ralentización del vaciamiento gástrico e incremento del tránsito intestinal, lo que 
dificulta el acceso de las enzimas digestivas y reduce la digestión y absorción de 
lípidos (Rtibi y cols., 2017; Ruiz-Roso y cols., 2010). Para demostrar la implicación de 
estos mecanismos sobre la lipemia postprandial, se analizó la composición lipídica del 
lumen intestinal y de las heces. Los resultados coinciden con dicha hipótesis al 
observarse un mayor contenido de triglicéridos sin hidrolizar en el remanente intestinal 
y un incremento significativo de triglicéridos y colesterol en heces tras la 
administración de la dosis más elevada de CFE (Artículo 2). 
 
Figura 17. Efecto del consumo del CFE sobre la trigliceridemia postprandial. 
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Los efectos del consumo de CFE sobre el metabolismo postprandial le convierten 
en un candidato interesante para ser empleado como ingrediente en el diseño y 
formulación de alimentos funcionales (Figura 18). Para probar su viabilidad como 
ingrediente funcional, es necesario en un primer paso encontrar un sistema viable que 
permita vehiculizarlo sin que pierda sus propiedades; para finalizar posteriormente con 
la elección de una matriz adecuada y la evaluación científica de las propiedades 
saludables de dicho alimento. Solo siguiendo este algoritmo se podrá clasificar el 
producto dentro de la categoría de alimentos funcionales (Artículos 3 y 5) (Ashwell, 
2002). Uno de los sistemas más empleados en la actualidad para el diseño de 
alimentos funcionales son las emulsiones, ya que establecen estructuras 
multicompartimentalizadas en las que se pueden incorporar los compuestos bioactivos 
con relativa facilidad (Jiménez-Colmenero, 2013). Por ello, se elaboraron emulsiones 
simples y gelificadas con diferentes proteínas emulsificantes (SC y WPI), añadiendo 
CFE como ingrediente funcional. Las características tecnológicas del sistema 
permitieron adicionar 3,9g de CFE por 100g de emulsión (Artículo 3), lo que 
aseguraba el cumplimiento del primer objetivo del diseño del alimento funcional, la 
viabilidad (Figura 18). Aunque los resultados reológicos obtenidos tienen gran 
importancia práctica para el diseño de los alimentos funcionales, debido al contenido y 
enfoque de la tesis, no se discutirán, aunque se pueden consultar ampliamente en el 
artículo 3. Con el objetivo de corroborar el efecto inhibitorio del CFE sobre la digestión 
de las grasas y el mantenimiento de sus propiedades antioxidantes tras ser incluido en 
la emulsión, se estudió el comportamiento de los sistemas formulados en un protocolo 
validado de digestión in vitro. Los resultados relativos a la digestión gastrointestinal in 
vitro revelaron que el efecto hipolipemiante del CFE está condicionado a la proteína 
emulsificante empleada en la formulación de estos sistemas, lo que justifica la 
relevancia de este tipo de estudios (Artículo 3). Así, en las emulsiones elaboradas con 
SC, el CFE no redujo la digestión lipídica en comparación con el control, lo que 
revelaría una pérdida de su capacidad inhibitoria de la lipasa pancreática. La causa de 
dicha pérdida puede ser la formación de complejos entre PACs y SC (Ma y cols., 2021; 
Prigent y cols., 2009), que no permitirían ejercer la acción esperada sobre dicha 
enzima. Por el contrario, las emulsiones con WPI y CFE sí mostraron los resultados 
esperados, corroborando el efecto inhiibitorio de la digestión de grasas observado en 
el experimento in vivo (Artículo 2). Por otra parte, en ambos sistemas (SC y WPI) se 
observó una importante liberación de PACs y el mantenimiento de sus propiedades 
antioxidantes. Si se extrapolan estos resultados a lo que ocurriría in vivo, la mayor 
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posible formación de ROS durante la digestión y por tanto contribuiría a un mejor 
equilibrio antioxidante (artículos 4, 5 y 11). 
Las emulsiones simples o gelificadas son unas de las formulaciones más 
utilizadas para mejorar el perfil graso de los alimentos cárnicos, a fin de aliviar algunos 
de los efectos perjudiciales asociados a su elevado consumo (Artículo 4) (Jiménez-
Colmenero, 2007). Las matrices cárnicas brindan grandes oportunidades en el campo 
de los alimentos funcionales, ya que además de ser productos de elevada aceptación 
y consumo, son un vehículo excelente que permite incorporar compuestos bioactivos 
(Jiménez-Colmenero y cols., 2010), aportando propiedades beneficiosas que la carne 
per se no presenta (Artículo 5). Con el objetivo de identificar los beneficios de la 
elaboración de cárnicos funcionales, se realizó una revisión exhaustiva de los 
ingredientes con potencial antioxidante incorporados a productos cárnicos con mayor 
frecuencia; y posteriormente se evaluó su efectividad para limitar los procesos 
oxidativos típicos de los productos cárnicos que acontecen tanto en su procesado, 
como en su almacenamiento y finalmente en su cocinado. Asimismo, se evaluaron los 
estudios in vivo (animales y humanos) disponibles hasta la fecha, con el objetivo de 
conocer el efecto dual de su consumo, reduciendo la formación de ROS durante el 
proceso digestivo y mejorando el estatus antioxidante de los consumidores (Artículo 
5). El análisis de la bibliografía reveló que el CFE no ha sido previamente incluido 
como ingrediente funcional en matrices cárnicas. Por tanto, y dado que el principal 
componente del CFE son las PACs, también quisimos ampliar los conocimientos 
realizando una revisión de los efectos derivados del consumo de este tipo de 
flavonoides, con especial énfasis en la microbiota, la permeabilidad intestinal y la 
inflamación (Artículo 6). Dado que parte de los efectos de las PACs se deben a los 
metabolitos activos derivados de la fermentación colónica, lo que ocurre en este 
órgano es especialmente trascendente (Rauf y cols., 2019). La revisión realizada 
permitió comprobar que, gracias a sus efectos prebióticos, antioxidantes y 
antiinflamatorios a nivel de colon, junto con otras propiedades importantes 
(anticancerígena, hipolipemiante y antidiabética), contribuyen a la prevención y/o 
mejora de numerosas patologías crónicas. 
Una vez comprobada la viabilidad tecnológica para incluir el compuesto bioactivo 
de interés en un sistema lipídico y el mantenimiento de sus propiedades tras una 
digestión in vitro (Artículo 3), todo hace indicar que el diseño de un cárnico funcional 
enriquecido en CFE podría suponer una adecuada estrategia nutricional para controlar 
la digestión y absorción de hidratos de carbono y grasas. Además, también podría 




 V. DISCUSIÓN INTEGRADORA 
procesos oxidativos que tienen lugar durante su procesado, almacenamiento y 
cocinado (Artículos 4 y 5). Por tanto, todos estos datos abren paso a la realización de 
estudios crónicos en los que se incluye el cárnico enriquecido en CFE, con el objetivo 
de demostrar las propiedades de mejora del estado de salud, reducción del riesgo de 
enfermedad, o ambas cosas derivadas de su consumo (Ashwell, 2002; Diplock y cols., 
1999). 
 
Figura 18. Esquema representativo del efecto del CFE sobre la digestión y 
absorción de hidratos de carbono y grasas. 
CFE, extracto de algarroba; SGLT1, cotransportador de sodio-glucosa tipo 1. 
5.2. Impacto del consumo un cárnico enriquecido en CFE sobre la fisiopatología 
de dos modelos murinos de DMT2 
Los patrones dietéticos que se asocian a los pacientes con DMT2 se basan en un 
predominio de alimentos de origen animal, con elevado contenido en grasas 
saturadas, y una baja presencia de productos vegetales (Alhazmi y cols., 2014; 
McNaughton y cols., 2008). El consumo de dichos alimentos contribuye al desarrollo y 
progreso de la patología. Por ello, la piedra angular del tratamiento se basa en la 
modificación del estilo de vida con la mejora de los hábitos dietéticos 
(Neuenschwander y cols., 2019). Desgraciadamente, los datos demuestran la 
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que dificulta enormemente la implantación y seguimiento de una terapia nutricional 
correcta (Cradock y cols., 2017). En este contexto, los alimentos funcionales emergen 
como una posible alternativa a los cambios nutricionales drásticos, aportando 
compuestos bioactivos vehiculizados en matrices de elevado consumo. Por ello, la 
formulación de un cárnico funcional enriquecido en CFE resulta de especial interés 
para la población diabética, ya que constituye un alimento básico en sus dietas, no 
siendo necesaria una modificación de sus hábitos. Además, el CFE es fuente de fibra 
dietética (aproximadamente contiene un 70%) (Ruiz-Roso y cols., 2004), con lo que la 
adición de 3,9 g de CFE en el cárnico funcional podría contribuir a cumplir los objetivos 
nutricionales del consumo de fibra dietética (Saldaña y cols., 2020); y a su vez, 
presenta elevada cantidad de PACs que han demostrado propiedades antidiabéticas a 
diferentes niveles (Artículo 6) (Rauf y cols., 2019). 
La selección de este ingrediente funcional se realizó en base a su eficacia a 
diferentes dosis (Artículos 1 y 2) y viabilidad tecnológica (Artículo 3), así como en 
diferentes formulaciones y aplicaciones (Goulas y cols., 2016; Rtibi y cols., 2017). No 
obstante, una vez diseñado y desarrollado el cárnico funcional conteniendo CFE, es 
necesario demostrar que el ingrediente funcional mantiene su funcionalidad de 
acuerdo a la finalidad para la que ha sido formulado (Artículo 3 y 5) (Jiménez-
Colmenero y cols., 2010; Olmedilla-Alonso y cols., 2013), que en nuestro caso son sus 
propiedades antidiabéticas basadas en efectos hipoglucemiantes, hipolipemiantes, 
hepatoprotectores, prebióticos y antioxidantes. Para ello, en la presente Tesis Doctoral 
se han llevado a cabo dos experimentos que evalúan los efectos del consumo a largo 
plazo del cárnico funcional enriquecido en CFE en dos modelos de DMT2 
correspondientes a las etapas inicial y avanzada de la patología. 
5.2.1. Caracterización y justificación de idoneidad de los modelos animales 
empleados en los estudios crónicos 
La DMT2 es una patología dinámica, cuyas características fenotípicas cambian a 
lo largo de su evolución. La alteración principal es la RI, que comprende tanto la 
ineficacia de dicha hormona para estimular la absorción de glucosa en el músculo 
esquelético y en el tejido adiposo, como la incapacidad para suprimir la producción de 
glucosa (gluconeogénesis) y destrucción de los depósitos de glucógeno 
(glucogenólisis); y fomentar la síntesis de glucógeno (glucogénesis) a nivel hepático 
(Fonseca, 2009; Franconi y cols., 2008). Estos factores conducen a la instauración de 
la DMT2, en la que se detecta hiperglucemia en ayunas como principal alteración 
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liberando una mayor cantidad de insulina. Por ello, además de hiperglucemia, es 
habitual que curse con hiperinsulinemia desde estadios tempranos. Esta situación de 
gran demanda de insulina mantenida en el tiempo, sumada al posible progreso de la 
patología, llevan al páncreas a un agotamiento y muerte celular, caracterizado por la 
destrucción de las células β pancreáticas y la caída en la producción de insulina. Estos 
signos son característicos de una etapa avanzada de DMT2, en la que se detecta 
hiperglucemia e hipoinsulinemia (Fonseca, 2009) (Figura 19). Cuando esto ocurre los 
pacientes con DMT2 pasan a ser insulinodependientes, es decir, es necesario 
adicionar insulina exógena a su tratamiento antidiabético previo. 
 
Figura 19. Progresión de la DMT2 en relación con la funcionalidad de las células β 
pancreáticas. DMT2, Diabetes Mellitus tipo 2 
El diseño de diferentes modelos experimentales que repliquen los fenotipos de 
estos dos estadios de la patología, temprano y tardío, es crucial para evaluar con 
precisión la eficacia comparativa de los tratamientos antidiabéticos (farmacológicos y 
no farmacológicos). Tal y como sugieren algunos autores, el modelo murino (ratas y 
ratones, principalmente) parece ser el más adecuado para su estudio. Estos modelos 
brindan la oportunidad de evaluar el inicio, el desarrollo y la progresión de la 
enfermedad en función del diseño experimental, y contribuyen a la comprensión de los 
mecanismos moleculares subyacentes a la DMT2 (Franconi y cols., 2008; King, 2012) 
y permiten caracterizar los mecanismos de acción de compuestos bioactivos de 
aplicación sobre dicha patología. Por tanto, una vez introducidos los dos modelos de la 
DMT2 empleados en esta memoria de Tesis Doctoral, es necesario comentar y discutir 
la utilidad de su uso y las características fisiopatológicas que presentaron.  
Es evidente la estrecha relación entre un elevado consumo de grasas, 
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esta premisa en la que se basan la gran mayoría de protocolos para obtener modelos 
animales de DMT2 inducidos por dieta (Skovsø, 2014). De acuerdo con algunos 
autores, una dieta con un 30-50% de las kcal aportadas por la grasa, se considera una 
dieta alta en grasas (Gheibi y cols., 2017). Se ha descrito que este tipo de 
alimentación induce RI tras 3 semanas, aunque los modelos murinos obtenidos con 
este intervalo de tiempo no presentan un incremento en el porcentaje de grasa 
corporal. Por esta razón, recomiendan utilizar intervenciones nutricionales superiores a 
5 semanas, con el objetivo de obtener un modelo con RI claramente definido y un 
incremento del tejido adiposo compatible con obesidad (Skovsø, 2014). Este tipo de 
modelos se caracterizan por hiperglucemia e hiperinsulinemia, simulando una etapa 
inicial de la DMT2 (Figura 19). No obstante, en ocasiones las condiciones del estudio 
requieren estadios más avanzados de la patología, en la cual se presenten 
alteraciones más notorias. En estos casos, la inducción exclusivamente con dieta 
demanda tiempos muy prolongados de intervención y no se plantea como la principal 
opción (Premilovac y cols., 2017; Sharma y cols., 2019; Skovsø, 2014). Para lograr un 
estadio más avanzado de DMT2, la forma más utilizada es la combinación de una 
dieta alta en grasa saturada y colesterol, con el objetivo de producir RI en los tejidos 
periféricos, junto con una dosis baja de STZ+NAD, que induce la destrucción selectiva 
de las células β pancreáticas sin agotar la función secretora de insulina (Reed y cols., 
2000; Szkudelski, 2012). Esta combinación permite obtener un modelo murino con 
hiperglucemia e hipoinsulinemia, similar a los pacientes insulinodependientes con 
DMT2 de años de evolución que presentan disfunción pancreática (Fonseca, 2009). 
En nuestro caso, tal y como se ha comentado en los resultados del capítulo 3, 
seleccionamos una dieta alta en grasas con aproximadamente un 50% de las kcal 
totales de la dieta aportadas por este macronutriente, donde el 39% fueron AGS, a la 
cual se adicionó colesterol y ácido cólico (1,4% y 0,2%, respectivamente; Tabla 7). 
Numerosos estudios de nuestro grupo de investigación han demostrado que la 
incorporación de estos dos últimos componentes a la dieta de los animales, aceleran 
el desarrollo de NAFLD, alteración hepática más común en DMT2 y síndrome 
metabólico, y su progresión a NASH (Garcimartín y cols., 2017; González-Torres y 
cols., 2016). Además, favorecen el desarrollo de una dislipemia equiparable a la 
observada en pacientes con DMT2. 
Teniendo en cuenta los objetivos perseguidos con el diseño de estos dos modelos 
animales, se describirán las alteraciones sistémicas más frecuentes que permiten 
categorizar el estado de la patología, para continuar posteriormente con una 
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De acuerdo con (Skovsø, 2014), la primera característica de estos modelos es 
presentar hiperglucemia (glucosa en ayunas ≥126mg/dL), la cual se cumplió 
ampliamente en ambos casos, alcanzándose cifras de 250,8 mg/dL y 326 mg/dL para 
los animales C y D, respectivamente (Artículos 7 y 9). De forma paralela, los niveles 
de insulina son un factor clave a la hora de definir el estado de la DMT2 (Figura 19), ya 
que la hiperglucemia mantenida en el tiempo favorece la disfunción pancreática y 
compromete la secreción de insulina (Fonseca, 2009). A pesar de que no hay un punto 
de corte claramente establecido para definir la insulinemia en ratas, varios autores 
señalan que el intervalo de 9-12µIU/mL es el más común en los animales sanos 
(Koksal, 2015; Okoduwa y cols., 2017). En nuestro caso, el grupo C presentó una 
hiperinsulinemia marcada, con valores de 15,84µIU/mL, mientras que el D, como 
consecuencia de la inyección de STZ+NAD, reveló una clara hipoinsulinemia 
(5,41µIU/mL) (Artículos 7 y 9). De estos dos valores de glucemia e insulinemia se 
derivan los índices HOMA-IR, QUICKI y HOMA-β, los cuales permiten evaluar la 
homeostasis de la glucosa y son ampliamente utilizados para categorizar la DMT2 
(Wallace y cols., 2004). A pesar de que el clamp hiperinsulinémico-euglucémico es 
considerado el estándar de oro para diagnosticar RI, el índice HOMA-IR y QUICKI son 
una buena alternativa para valorar sensibilidad a la insulina (Antunes y cols., 2016). 
Los valores de referencia para el diagnóstico de RI mediante HOMA-IR se sitúan por 
encima de 2 (Motamed y cols., 2016), encontrándose unas cifras de 9,79 para el grupo 
C, claramente indicativo de una situación de hiperglucemia e hiperinsulinemia; y de 
4,57 para los animales D, resultado de la disfunción pancreática obtenida en este 
modelo de estadio avanzado de DMT2. De la misma forma, los valores del índice 
QUICKI se establecieron por debajo de 0,34, punto de corte fijado para definir RI, en 
ambos modelos animales, correspondiéndose con lo descrito anteriormente. Por 
último, el índice HOMA-β permite estimar en porcentaje la funcionalidad de las células 
β pancreáticas. Tal y como se esperaba, las ratas C mostraron un HOMA-β de 30,6, 
mientras que el grupo D presentó una cifra de 7,24 (Artículos 7 y 9).  
En línea con lo discutido previamente, el grupo C no mostró alteraciones 
destacables en la histología del páncreas. Sin embargo, la evaluación histopatológica 
del páncreas del grupo D reveló una atrofia en los islotes de Langerhäns, con 
pequeñas vacuolas inflamadas en las células acinares (Figura 20), lo que explica los 
valores de HOMA-IR, QUICKI y HOMA-β (Cao y cols., 2016). Todas estas 
características permiten definir el estadio de la DMT2, encontrando dos fenotipos 
claramente diferenciados de acuerdo a otros autores (Gheibi y cols., 2017; Premilovac 
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Figura 20. Comparativa entre los grupos control pertenecientes al estadio inicial y 
tardío de DMT2. 
A) Células β pancreáticas por islote de Langerhäns; B) Aspecto mascroscópico del hígado; 
C) Tinción de PAS del hígado. PAS, Periodic Acid-Schiff. 
Como se ha comentado en la sección I, Introducción, el hígado es un órgano clave 
en la DMT2 al regular la homeostasis energética (Loria y cols., 2013). El estado de la 
patología también condiciona su posible alteración, siendo causa y consecuencia de 
las alteraciones sistémicas encontradas. El análisis macroscópico hepático del grupo 
C no reveló esteatosis en primer término compatible con diagnóstico de NAFLD, 
aunque sí se observó una leve infiltración microvesicular en el análisis histológico 
(datos no publicados). En cambio, el estudio histopatológico del hígado del grupo D 
mostró una gran acumulación de vesículas de lípidos y balonización en los 
hepatocitos, lo que demuestra las alteraciones asociadas al avanzado estado de la 
patología y permite el diagnóstico de NASH (Figura 20) (Artículo 9) (Dharmalingam & 
Yamasandhi, 2018). La RI hepática juega un papel esencial en el acúmulo de lípidos, 
pudiéndose comprobar cómo cuando hay una señalización de insulina todavía 
eficiente, se favorece la síntesis de glucógeno y se reduce la DNL (grupo C) (Artículo 
7). En cambio, cuando la sensibilidad a la insulina hepática se ve muy alterada, hay un 
intercambio en los depósitos del hígado, favoreciéndose el almacenamiento de lípidos 
frente al de glucógeno (grupo D) (Bechmann y cols., 2012). En este punto también es 
importante la RI del tejido adiposo que determina el incremento de la lipolisis y la 
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hepática y el NAFLD. Las marcadas diferencias entre los dos grupos (C y D) se ven 
influidas en mayor medida por el aporte de colesterol y ácido cólico de la dieta del 
grupo D, cuyo consumo aceleró la progresión de la patología hepática a NASH (Figura 
20). Además, esta diferencia en la composición de la dieta explica tambiénlas 
alteraciones típicas de la dislipemia diabética encontradas en ambos grupos 
(Artículos 7 y 8). Es bien sabido que el tipo de dieta, la RI, y el desarrollo de 
NAFLD/NASH condicionan notablemente los cambios cualitativos y cuantitativos de las 
lipoproteínas (Verges, 2015). Así, las ratas C mostraron hiperlipemia e 
hipertrigliceridemia, las cuales indujeron un incremento en la producción de VLDL1, 
fácilmente identificables por el mayor tamaño y enriquecimiento de estas lipoproteínas 
en triglicéridos (Tomkin & Owens, 2017). En cambio, la inclusión de colesterol en la 
dieta condicionó notablemente el metabolismo lipoproteico de las ratas D. Estas 
presentaron elevación de los lípidos plasmáticos, con hipercolesterolemia (colesterol ≥ 
100 mg/dL) (Sánchez-Muniz & Bastida, 2008) en el 87,5% de los animales de este 
grupo, lo que indujo la formación de partículas β-VLDL enriquecidas en colesterol y 
pobres en triglicéridos (Artículo 8) (Cali y cols., 2007; Verges, 2015). No obstante, 
también se encontraron niveles elevados de la masa total de IDL y LDL, 
correspondiéndose con estudios previos de nuestro grupo con ratas Wistar 
alimentadas con dieta hipercolesterolemiante (Garcimartín y cols., 2015b; Olivero-
David y cols., 2011; Schultz-Moreira y cols., 2014b). 
Tabla 10. Parámetros plasmáticos para definir el estadio de la DMT2. 
 
C D t de Student 
Glucosa, mg/dL 250,61 ± 16,47 326 ± 29,72 <0,001 
Insulina, µIU/mL 15,84 ± 0,73 5,41 ± 1,23 <0,001 
HOMA-IR 9,79 ± 0,64 4,57 ± 1,55 <0,001 
QUICKI 0,28 ± 0,01 0,31 ± 0,01 <0,001 
HOMA-β  30,63 ± 3,40 7,24 ± 1,35 <0,001 
Triglicéridos, mg/dL 158,69 ± 21,82 77,63 ± 9,80 <0,001 
Colesterol, mg/dL 79,39 ± 10,67 108,18 ± 7,90 <0,001 
HOMA-IR, modelo homeostático de resistencia a la insulina; HOMA-β, modelo homeostático de 
funcionalidad de las células β pancreáticas; QUICKI, índice de control cuantitativo de la 
sensibilidad a la insulina. 
Por otra parte, la evidencia actual señala que la disbiosis intestinal participa 
activamente en el inicio de la DMT2 (Sikalidis & Maykish, 2020). La dieta es el factor 
clave que modifica la microbiota, donde una alimentación rica AGS y colesterol modula 
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incremento de especies fundamentalmente pertenecientes al filo Firmicutes (Artículo 
6). Por ello, numerosos autores han señalado el cociente Firmicutes/Bacteroidetes 
como un indicador de la disbiosis intestinal y del riesgo de DMT2 (Sikalidis & Maykish, 
2020). A pesar de que en la presente Tesis Doctoral no se determinó la abundancia de 
los filos de Firmicutes y Bacteroidetes para poder calcular dicho índice, teniendo en 
cuenta que los grupos Blautia coccoides –Eubacterium rectale y Clostridium leptum. 
representan la mayoría de Firmicutes presentes en las heces, y que Bacteroides spp. 
es el género principal de Bacteroidetes (Schwiertz, 2016), se puede hacer una 
aproximación a la relación Firmicutes/Bacteroidetes. La comparativa entre ambos 
modelos animales reveló una menor ratio Firmicutes/Bacteroidetes para el grupo C 
(2,08 ± 0,9 vs. 2,19 ± 0,8, p=0,043), lo que se correlaciona directamente con una 
menor disbiosis (Artículo 10). Estos cambios en la microbiota condicionan la 
producción de AGCC e inducen permeabilidad intestinal, afectando la estructura y 
comprometiendo en último término la homeostasis colónica (Sharma & Tripathi, 2019). 
A falta de ratas control sanas para establecer las alteraciones de ambos grupos, la 
comparativa entre los grupos C y D, reveló una disfunción de la integridad de barrera, 
con acortamiento de criptas, menor número de células caliciformes, una capa mucosa 
reducida, mayor infiltración de células inflamatorias en la lámina propia y un peor 
estatus antioxidante colónico en las ratas D de estadio avanzado de DMT2 (Artículos 
10 y 11). Todas estas características son indicativas de una mayor disfunción de la 
barrera intestinal y un mayor riesgo de endotoxemia metabólica en dicho grupo 
(Artículo 6) (Gurung y cols., 2020; Sircana y cols., 2018; Thaiss y cols., 2018).  
Una vez descritas las alteraciones locales de la mucosa colónica, es necesario 
tener en cuenta que la disbiosis intestinal también promueve cambios a nivel sistémico 
a través de mediadores como los AGCC o la translocación de LPS (Gomes y cols., 
2017; Sikalidis & Maykish, 2020). En relación con este último aspecto, el LPS puede 
alcanzar el torrente sanguíneo a través de dos vías principales, difusión directa debido 
al aumento de la permeabilidad paracelular intestinal o por captación e incorporación 
de LPS a los QM. En la circulación sanguínea se puede unir a los macrófagos e inducir 
la producción de citoquinas proinflamatorias, capaces de acelerar la disfunción 
pancreática. A su vez, el LPS también puede alcanzar el hígado y activar cascadas 
inflamatorias por su unión a TLR4, favoreciendo la progresión de NAFLD a NASH 
(Gomes y cols., 2017), tal y como se observó en el grupo D (datos no publicados). Por 
tanto, con esta discusión sobre los modelos animales empleados, se pretende 
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5.2.2. Impacto del consumo de un cárnico enriquecido en CFE en un modelo 
murino de estadio inicial de DMT2 (Artículo 7) 
La inclusión del cárnico enriquecido en CFE en el modelo murino de estado inicial 
de DMT2 (grupo CE) indujo una mejora significativa sobre muchas de las alteraciones 
fisiopatológicas. Las ratas CE revelaron un menor incremento de peso y depósitos 
grasos, debido principalmente al afecto anorexígeno del CFE (Zhu y cols., 2019). A su 
vez, se observó un incremento del número de deposiciones y mayor presencia de 
grasa en heces en comparación con C, lo que corroboró el efecto inhibitorio del CFE 
sobre la digestión y absorción de grasa previamente descritos en el artículo 2. 
Similares resultados se han apreciado en otros estudios con cárnicos enriquecidos en 
compuestos bioactivos como silicio o chía, lo que demuestra que el ingrediente 
funcional es liberado de la matriz cárnica durante el proceso digestivo y exhibe sus 
diferentes efectos en el tracto gastrointestinal (Artículo 3) (Garcimartín y cols., 2015b; 
Santos-López y cols., 2018). A pesar de que el CFE no indujo cambios significativos 
en la glucemia final, sí se observó una reducción de la insulina plasmática y HOMA-IR, 
lo que fue claramente indicativo de una menor RI, tal y como reafirmó el mayor índice 
QUICKI encontrado en estos animales. De la misma forma, el consumo del cárnico 
enriquecido en CFE corrigió parcialmente la dislipemia diabética al reducir los lípidos 
totales, triglicéridos plasmáticos e índice aterogénico, demostrando su potencialidad 
como agente hipolipemiante y minimizando el riesgo cardiovascular (Ruiz-Roso y cols., 
2010; Sánchez-Muniz, 2012). A su vez, el CFE también fue capaz de modular el 
metabolismo lipoproteico a dos niveles diferentes: a) redujo la concentración de VLDL 
como consecuencia de una menor disponibilidad de sustratos para ser empaquetados 
en estas lipoproteínas (triglicéridos y AGL), correlacionado con una menor absorción 
de lípidos de la dieta (Artículo 2); y b) indujo un incremento de la masa total de IDL y 
LDL, lo que sugiere un mayor aclaramiento a través del LDLr, cuyos niveles fueron 
significativamente más elevados (Artículo 7). Es ampliamente conocido que la insulina 
es una hormona clave en la regulación de la distribución y metabolismo de los lípidos 
(Tomkin & Owens, 2017; Verges, 2015). Los efectos anteriormente descritos sobre el 
metabolismo de las lipoproteínas estuvieron fuertemente influenciados por la menor RI 
hepática encontrada en las ratas CE. La mejor señalización de insulina justificada por 
los mayores niveles de la ruta InsR/PI3K/AKT en el hígado, permitieron la acción 
fisiológica de dicha hormona inhibiendo la fase de maduración y ensamblaje de VLDL 
y aumentando la expresión y actividad de LDLr (Brown & Gibbons, 2001; Chait y cols., 
1979; Sparks y cols., 2012); lo que justifica la mejor homeostasis lipoproteica 
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proteínas de la vía InsR/PI3K/AKT y GLUT-2 se corresponden con la mejora de los 
índices HOMA-IR y QUICKI, lo que indudablemente confirma la reducción de la RI tras 
el consumo del cárnico enriquecido en CFE (Artículo 7). Las PACs de otras fuentes 
vegetales han demostrado su efectividad reduciendo la RI y mejorando el control 
glucémico (Artículo 6) (Cires y cols., 2016; Rauf y cols., 2019; Yang & Chan, 2017; 
Yogalakshmi y cols., 2014). Respecto a la algarroba, ya hemos comentado que existe 
evidencia de que algunos extractos de la vaina de esta semilla pueden ejercer un 
efecto antidiabético a través de sus diferentes componentes, tal y como se ha 
comentado en la introducción (Goulas y cols., 2016; Zhu y cols., 2019). No obstante, 
en el extracto estudiado los dos compuestos mayoritarios son la fibra dietética y las 
PACs, siendo estos polifenoles a los que se les atribuye el mayor efecto sobre la 
sensibilidad de insulina. 
En la figura 21 se detallan los mecanismos por los que el CFE ejerce su efecto 
antidiabético en este modelo de estado inicial de DMT2. 
 
Figura 21. Cambios inducidos por el consumo del cárnico enriquecido en CFE en el 
grupo CE en comparación con el control C. 
CFE, extracto de algarroba (de sus siglas en inglés, carob fruit extract); GLUT-2, 
transportador de glucosa tipo 2; GSK3, glucógeno sintasa quinasa 3; HDL, lipoproteínas de alta 
densidad; IDL, lipoproteínas de densidad intermedia; Ins, insulina, LDL, lipoproteínas de baja 
densidad; LPL, lipoprotein lipasa; LDLr, receptor de LDL; PI3K, fosfatidilinositol 3-quinasa; 




 V. DISCUSIÓN INTEGRADORA 
5.2.3. Impacto del consumo de un cárnico enriquecido en CFE en un modelo 
murino de estadio avanzado de DMT2. ¿Estrategia preventiva o 
terapéutica? (Artículos 8-11) 
La elevada prevalencia de DMT2 y la estimación de la IDF sobre los nuevos casos 
durante los próximos años a nivel mundial, señalan la importancia de la prevención y 
el tratamiento de la patología (IDF, 2019). La DMT2 es una enfermedad metabólica 
caracterizada por un largo periodo de evolución hasta que se confirma el diagnóstico, 
por ello hay que hacer especial hincapié en las estrategias preventivas que ayuden a 
ralentizar e incluso detener el progreso (Hays y cols., 2008), entre las que 
fundamentalmente se encuentran introducir modificaciones del estilo de vida basadas 
en dieta y ejercicio físico. Ya decía Hipócrates en el siglo V a. C. “Deja tus 
medicamentos en la olla del químico si puedes curar al paciente con comida”. No 
obstante, también Hipócrates decía que “El alimento sea tu medicina y que tu medicina 
sea el alimento” en la idea de que el estatus nutricional puede ser preventivo de 
enfermedades y reducir o incluso obviar el uso de medicamentos. Por ello uno de los 
aspectos más relevantes de esta Tesis Doctoral es la comparación de los efectos 
sobre la fisiopatología de la DMT2 de estadio avanzado del consumo de un cárnico 
enriquecido en CFE como estrategia preventiva o como estrategia curativa o 
terapéutica. Los resultados obtenidos revelaron una mejora significativa en muchos de 
los parámetros estudiados, independientemente de la opción nutricional escogida, 
remarcando la importancia de incluir en la dieta compuestos naturales como el CFE 
(Ros y cols., 2015; Xu y cols., 2018). 
Para facilitar su comprensión se recuerda que la primera de ellas consistió en 
administrar el cárnico funcional como estrategia preventiva (grupo ED), es decir, su 
inclusión en la dieta se realizó desde el inicio del experimento. En cambio, en la 
segunda estrategia se introdujo el cárnico funcional como tratamiento terapéutico 
(grupo DE), una vez que se confirmó la hiperglucemia tras la inyección de STZ+NAD. 
El consumo del cárnico enriquecido con CFE, tanto de forma preventiva como 
terapéutica, reveló un potente efecto antidiabético, retrasando la progresión de la 
DMT2 hacia el estadio tan avanzado observado en el grupo D. La evaluación 
histológica del páncreas puso de manifiesto el efecto protector del CFE frente al daño 
inducido por STZ+NAD y la dieta alta en grasas saturadas y colesterol, preservando el 
número y tamaño de los islotes pancreáticos (Figura 22) (Artículo 10). Esta mejora 
justifica los mayores niveles de insulina e índice HOMA-β encontrados, tal y como han 
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humanos y en animales (Lambert y cols., 2018). Las PACs de otras fuentes han 
demostrado ser efectivas frente a la disfunción pancreática presente en la DMT2, 
reduciendo el estrés oxidativo que conduce al daño celular y la apoptosis (Ding y cols., 
2013). Sin embargo, es importante resaltar que los efectos de las PACs sobre el 
páncreas no se deben mayoritariamente a una acción directa de estos polifenoles, sino 
que son originados por los metabolitos activos producidos durante la fermentación 
colónica (Artículos 6 y 10).  
 
Figura 22. Efecto del consumo crónico del cárnico enriquecido en CFE sobre la 
disfunción pancreática. 
A) Imágenes representativas del páncreas; B) Número total de islotes de Langerhäns por 
sección pancreática; C) área promedio de los islotes; D) número de células β pancreáticas por 
islote pancreático, E) índice de proliferación celular. ED, estrategia preventiva; D, control; DE, 
estrategia terapéutica. Disponible en el artículo 9. 
Estos productos secundarios son capaces de realizar modulaciones 
nutrigenómicas a diferentes niveles, los cuales pueden ser responsables de los 
mayores niveles de las proteínas participantes en la ruta principal de señalización de 
insulina (InsR/PI3K/AKT/GSK3) hepática y de la mayor secreción de insulina por parte 
del páncreas, lo que justificaría la reducción de la glucemia (-13% y -23%) encontrada 
en las ratas ED y DE, respectivamente, en comparación con el grupo control. Estos 
resultados van de forma paralela en ambas estrategias nutricionales, permitiendo 
definir varios mecanismos implicados en la mejor homeostasis de la glucosa tras el 
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hidratos de carbono desde una única administración, lo que es indicativo de una 
acción directa del CFE (Artículo 1). Asimismo, los metabolitos activos generados 
durante la fermentación son capaces de ejercer modulaciones nutrigenómicas a 
diferentes niveles, reduciendo la expresión de SGLT1 a nivel intestinal (Artículo 1), 
incrementando la síntesis y secreción de insulina, reduciendo la disfunción pancreática 
y promoviendo la captación de glucosa hepática a través de una mayor activación de 
la ruta InsR/PI3K/AKT/GSK3 (Artículo 7 y 9) (Cires y cols., 2016; Ding y cols., 2013).  
Por otra parte, al evaluar los efectos de ambas estrategias sobre el metabolismo 
lipídico y lipoproteico, se observó una mejoría más marcada en la estrategia preventiva 
frente a la terapéutica (Artículo 8). Esta afirmación se deduce de: a) que en el el 
grupo DE un 25% de las ratas eran hipercolesterolémicas (≥100 mg/dL), mientras que 
en el grupo ED ningún animal alcanzó estas cifras; b) diferencias significativas en la 
masa global y composición de las partículas VLDL, IDL y LDL. El menor impacto de la 
dieta alta en grasa saturada y colesterol durante las tres primeras semanas del estudio 
en el grupo ED, debido a los potentes efectos hipocolesterolemiante e hipolipemiante 
del CFE (Ruiz-Roso y cols., 2010; Zunft y cols., 2003), explicarían, al menos en parte, 
las diferencias entre ambos tratamientos (Artículo 8). Estos parámetros son un 
ejemplo claro de la importancia de la prevención, destacando la dificultad de revertir la 
dislipemia diabética simplemente con un tratamiento nutricional (Jialal & Singh, 2019). 
En cambio, un mecanismo que se encontró en los dos grupos de tratamiento en 
comparación con el control, fue la mayor expresión y niveles hepáticos de LDLr. La 
mayor abundancia de este receptor se ha relacionado de forma inversa con el 
desarrollo de NAFLD, ya que permite una mayor captación de VLDL, IDL y LDL por 
parte del hígado, minimizando la permanencia de estas lipoproteínas en sangre y su 
posibilidad de oxidación (Nakamuta y cols., 2009; Toyota y cols., 1999). Asimismo, 
cabe recordar que el CFE es un potente antioxidante natural, lo cual quedó 
demostrado en ambos grupos al incrementar significativamente la actividad AE en 
plasma e hígado, a la vez que redujo la oxidación hepática (Artículos 7 y 8). La AE ha 
sido definida como una enzima suicida que presenta una actividad antioxidante 
pleiotrópica, capaz de proteger frente a la oxidación a las diferentes lipoproteínas y 
tejidos (Nus y cols., 2008; Vázquez-Velasco y cols., 2011). Indudablemente, esta 
reducción de la oxidación hepática estaría bloqueando, al menos parcialmente, el 
segundo impacto que se contempla en la progresión de NAFLD a NASH (Day & 
James, 1998), mejorando a su vez el estado diabético. 
El hígado participa activamente en la homeostasis energética, siendo una pieza 
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acumulación de lípidos y balonización hepática en ambos grupos de tratamiento (ED y 
DE) en comparación con el grupo D, permitiéndonos situar a este grupo en un estado 
menos avanzado de NAFLD (Artículos 8 y 9, y datos no publicados). Estos resultados 
son coincidentes con otros previos del grupo AFUSAN en los que se estudiaron 
diversos ingredientes funcionales como silicio, chía o glucomanano (Garcimartín y 
cols., 2015b; Santos-López y cols., 2017; Vázquez-Velasco y cols., 2017). Se han 
evaluado diferentes mecanismos que podrían estar implicados en este efecto 
hepatoprotector, los cuales se describen en relación con el grupo control D. En primer 
lugar, tanto el efecto inhibitorio del CFE sobre la digestión y absorción de grasas 
(Artículo 2), como su marcada actividad hipotrigliceridemiante e hipocolesterolemiante 
(Artículo 8), reduciría la entrada de sustratos lipídicos al hígado. El segundo aspecto a 
destacar es la mejora de la señalización de insulina hepática, promoviendo la 
formación de glucógeno a través de la interacción de GSK3 y GS. En tercer lugar se 
encuentra la reducción de la DNL tras el consumo del cárnico enriquecido en CFE, 
produciendo una disminución de los factores de transcripción lipogénicos LXRα/β, 
SREBP-1c y ChREBP (Artículo 9). El cuarto aspecto relevante se relaciona con los 
mayores niveles de insulina observados tanto en los animales del grupo preventivo 
como los del terapéutico, pudiendo ejercer una mayor acción inhibitoria sobre la lipasa 
sensible a hormonas (LSH), reduciendo la lipolisis del tejido adiposo y frenando la 
salida de AGL hacia el hígado (datos en estudio). Por último, la mayor eliminación de 
triglicéridos en VLDL, también puede ser responsable de estos efectos protectores 
frente al desarrollo de NAFLD. Sin embargo, este último mecanismo solo lo podemos 
asociar con el grupo ED, debido a que en el grupo DE no se observaron grandes 
cambios (Artículos 7 y 8). Sería adecuado evaluar el efecto del CFE sobre la β-
oxidación y los niveles de AGL circulantes para poder responder con certeza a estas 
diferencias (Bechmann y cols., 2012; López-Oliva & Muñoz Martínez, 2014). 
La fisiopatología de la DMT2 también se asocia con alteraciones de la microbiota 
intestinal y la permeabilidad intestinal (Artículos 6, 10 y 11). Los resultados relativos a 
estos puntos revelaron marcadas diferencias en la integridad de la barrera colónica, 
incluyendo a la microbiota como componente clave en la permeabilidad intestinal 
(Artículo 6). La comparativa entre el grupo preventivo y terapéutico ha permitido 
observar y resaltar que el efecto prebiótico atribuido de forma generalizada a la fibra y 
las PACs parece depender de la situación fisiopatológica y tiene que ser evaluado en 
cada uno de los estudios. Así, las ratas del grupo preventivo (ED) presentaron mayor 
abundancia y diversidad de especies bacterianas beneficiosas (Bacteroides spp., 
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potencialmente perjudiciales (Enterobacteriaceae) (Artículo 10) (Cani y cols., 2008; 
Hildebrandt y cols., 2009) respecto al control D; mientras que el consumo terapéutico 
no indujo grandes modificaciones (Artículo 10). Curiosamente, solo se observó 
paralelismo entre ED y DE, con una reducción similar de los niveles de del grupo 
Blautia coccoides-Eubacterium rectale, el cual se ha asociado de forma negativa con 
el grado de desarrollo de DMT2 y el control glucémico (Egshatyan y cols., 2016). Estos 
cambios se corresponden con la mejora metabólica encontrada en estos animales en 
comparación con el grupo control (Artículo 9). Todos estos datos sugieren que el CFE 
al mismo tiempo que ejerce un efecto prebiótico, puede minimizar la disbiosis asociada 
a la DMT2, fundamentalmente bloqueando el impacto de la dieta alta en grasas 
saturadas y colesterol. No obstante, una vez que está instaurada la patología y se 
presentan alteraciones de la microbiota, es más complicado ejercer efectos 
beneficiosos con las pequeñas dosis de CFE incluidas o se requeriría un tratamiento 
más prolongado. Esta afirmación queda reforzada al compararse la morfología del 
colon entre los grupos alimentados con el cárnico enriquecido en CFE. Así, el grupo de 
prevención mostró una mayor capa mucosa, profundidad de las criptas y número de 
células caliciformes en comparación con el grupo terapéutico y el control (Figura 23) 
(Artículo 10), lo que apoya el binomio microbiota-integridad de la barrera colónica 
(Artículo 6). 
 
Figura 23. Efecto del consumo del cárnico enriquecido en CFE sobre la morfología 
colónica. 
A) Tinción de H&E (evaluación de la profundidad y densidad de criptas); B) Tinción de PAS 
(Periodic Acid-Schiff) del colon (cuantificación de las células caliciformes). ED, estrategia 
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Por otra parte, las uniones estrechas también son un pilar esencial de la barrera 
colónica. Así, es importante destacar el incremento del 72,6% y 177,1% de la 
expresión de ocludina y la reducción del 51,1% y 30% de los niveles de zonulina-1 del 
colon distal en el grupo ED y DE, respectivamente, en comparación con las ratas D. El 
incremento exacerbado de zonulina se ha asociado con la disbiosis intestinal derivada 
de dieta con alto contenido en grasa, llegándose a proponer como un marcador en 
sangre predictivo de la diabetes por su gran correlación con la permeabilidad intestinal 
(Mokkala y cols., 2017; Palacios y cols., 2020; Sturgeon & Fasano, 2016). Estos 
resultados sugieren un refuerzo de las uniones estrechas, posiblemente en un intento 
de revertir la permeabilidad colónica y frenar los efectos deletéreos de la dieta alta en 
grasas y colesterol. Unido a ello, la defensa antioxidante del colonocito se ha 
propuesto como un mecanismo esencial en la barrera colónica (Rohr y cols., 2020) 
(Artículo 6), ya que es necesaria para contrarrestar la continua llegada de 
compuestos oxidados procedentes de la dieta (Artículos 4 y 6). Así, el consumo 
preventivo y terapéutico del cárnico enriquecido en CFE indujo una mayor expresión y 
actividad de la maquinaria antioxidante en la mucosa colónica proximal en relación con 
el grupo control D. Este incremento se debió fundamentalmente a una mayor 
translocación del factor de transcripción Nrf2 al núcleo (Artículo 11). De forma 
constitutiva, dicho factor se encuentra inactivo en el citoplasma, unido a una Keap1, 
proteína represora que contribuye a la degradación del complejo Nrf2-Keap1 por el 
proteasoma. En cambio, su fosforilación en serina40 permite su liberación y 
translocación al núcleo, regulando la expresión génica a través de interacciones con el 
elemento de respuesta antioxidante, que se encuentra en las regiones promotoras de 
muchos genes de defensa celular (Long y cols., 2016; Yang y cols., 2018). Las PACs y 
sus metabolitos activos han demostrado ser eficaces modulando la maquinaria 
antioxidante a través de esta ruta de señalización (Li y cols., 2015). 
Finalmente, con el objetivo de identificar mejor el estatus colónico entre grupos, se 
realizó un score o puntuación agrupando los parámetros más importantes (microbiota, 
morfología colónica, AGCC y proteínas de unión estrecha) (Artículo 10). La 
agrupación de variables permite una mejor separación de los dos tratamientos y 
categorizar mejor la patología que un marcador aislado (Gesteiro y cols., 2013; 
Ruperto y cols., 2017). Como era de esperar, el grupo ED mostró la mejor puntuación; 
situándose, el grupo DE en un punto intermedio entre el grupo ED y el control D, lo 
que es indicativo de una corrección parcial de las alteraciones de la integridad de la 
barrera colónica. Por ello, de estos resultados se puede deducir que el CFE: a) 
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lo que ayuda a mantener niveles adecuados de especies bacterianas beneficiosas y 
AGCC; y b) ejerce un efecto directo sobre la mucosa colónica, reforzando las uniones 
estrechas, promoviendo el recambio celular e incrementando el sistema antioxidante. 
Por tanto, nuestros datos señalan la importancia de consumir una dieta adecuada para 
prevenir el desarrollo de la disbiosis intestinal y sus complicaciones asociadas (Gurung 
y cols., 2020; S. Sharma & Tripathi, 2019); siendo necesario evitar generalizaciones y 
considerar el estado de la patología en cada uno de los estudios para poder obtener 
conclusiones relevantes. 
Finalmente, en la figura 24 se resumen los efectos del consumo del cárnico con 
CFE en este modelo de estadio tardío de DMT2, tanto la estrategia preventiva (ED) 
como la terapéutica (DE), en ambos casos comparados con el control (D). Utilizando el 
mismo esquema se puede comprar que las principales diferencias entre una estrategia 
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Figura 24. Cambios inducidos por el consumo del cárnico enriquecido en CFE en 
comparación con el control D. 
A) Comparativa del grupo preventivo ED vs. control D; B) Comparativa del grupo 
terapéutico DE vs. control D; AE, arilesterasa; AGCC, ácidos grasos de cadena corta; CFE, 
extracto de algarroba (de sus siglas en inglés, carob fruit extract); ChREBP, proteína de unión 
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glucógeno sintasa quinasa 3; HDL, lipoproteínas de alta densidad; IDL, lipoproteínas de 
densidad intermedia; Ins, insulina, LDL, lipoproteínas de baja densidad; LDLr, receptor para 
LDL; LDL-ox, LDL oxidadas; LXR, receptor X hepático; LPL, lipoprotein lipasa; PI3K, 
fosfatidilinositol 3-quinasa; RI, resistencia a la insulina; SREBP-1c, proteína de unión al 
elemento regulador del esterol; β-VLDL, lipoproteínas de muy baja densidad enriquecidas en 






























 VI. RESUMEN Y CONCLUSIONES 
La Diabetes Mellitus tipo 2 (DMT2) es una patología crónica en la que la 
modificación de los hábitos de vida, particularmente los relacionados con la dieta, 
siguen siendo el pilar fundamental del tratamiento. El consumo de compuestos 
bioactivos de origen natural ha demostrado ser una estrategia nutricional efectiva para 
conseguir un mejor control glucémico y lipémico, lo que minimiza el impacto de la 
DMT2 y sus complicaciones en la salud 
El algarrobo (Ceratonia siliqua, L.) es un árbol de la familia de las fabáceas muy 
extendido en la zona Mediterránea, cuyo fruto ha demostrado tener numerosas 
aplicaciones tecnológicas y nutricionales. De hecho, existe evidencia científica que 
relaciona su consumo, debido a su alto contenido en fibra y proantocianidinas (PACs), 
con una mejora de las enfermedades crónico-degenerativas más prevalentes en los 
países desarrollados, como es el caso de DMT2. Estas mejoras se deben 
fundamentalmente a sus efectos antioxidantes, anticancerígenos, hipolipemiantes y 
antidiabéticos. 
Esta Memoria de Tesis Doctoral se ha desarrollado con la finalidad de conocer los 
efectos del consumo de un extracto de algarroba (CFE, de sus siglas en inglés Carob 
Fruit Extract) como complemento alimenticio o formando parte de un cárnico funcional 
en diferentes modelos de rata e identificar y caracterizar los mecanismos moleculares 
implicados. Para ello, se han realizado tres experimentos en ratas Wistar. El primero 
de ellos en animales jóvenes y sanos para verificar los efectos del CFE sobre la 
digestión y absorción de hidratos de carbono y grasas; y posteriormente en dos 
modelos de DMT2, que corresponden a los estadios inicial y final de la patología, en 
los que se evalúan los efectos del consumo crónico de un cárnico funcional 
enriquecido en CFE. 
Los resultados obtenidos han permitido establecer las siguientes conclusiones: 
1. El CFE puede considerarse un complemento alimenticio, por ser fuente de fibra y 
PACs. El análisis mediante resonancia magnética nuclear señala la presencia 
mayoritaria de prodelfinidinas B3 y C2 conformando estructuras poliméricas de 3 
a 9 unidades. 
2. Los estudios in vitro señalan que el CFE inhibe de forma dosis-dependiente la 
actividad de la α-glucosidasa (actividad maltasa) y de la lipasa pancreática, 
enzimas clave en la digestión de los hidratos de carbono y las grasas. 
3. La administración aguda y subcrónica de CFE a ratas jóvenes sanas reduce de 
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lipemia, como consecuencia a) de la reducción de la digestión de hidratos de 
carbono y grasas, b) del efecto arrastre de la fibra insoluble incrementando 
excreción de macronutrientes en heces; y c) de la disminución de la expresión 
génica de transportadores clave como el SGLT1, responsable de la absorción de 
glucosa. 
4. Cuando se incluye el CFE en sistemas basados en emulsiones simples o 
gelificadas formuladas con aislado de proteína de suero de la leche, básicas en el 
desarrollo de cárnicos funcionales, este ingrediente funcional mantiene sus 
propiedades antioxidantes e inhibitorias de la lipasa pancreática. 
5. El empleo del CFE como ingrediente funcional incluido en una matriz cárnica es 
una estrategia tecnológica adecuada que mantiene el valor nutricional del 
producto cárnico, permite incrementar el aporte de fibra y PACs, y contrarrestar 
los efectos prooxidantes atribuidos a la carne. 
6. El consumo de una dieta rica en grasas saturadas incluyendo un cárnico control 
induce hiperglucemia e hiperinsulinemia, compatibles con un estadio inicial de 
DMT2; mientras que la inclusión de colesterol y ácido cólico en esta dieta en 
combinación con una inyección de estreptozotocina y nicotinamida induce 
hiperglucemia e hipoinsulinemia, debida a la destrucción de células β 
pancreáticas, compatibles con un estadio avanzado de DMT2. 
7. El consumo de un cárnico conteniendo CFE en el estadio inicial de la DMT2 
como estrategia preventiva mantiene la sensibilidad a la insulina en el hígado a 
través de la vía de señalización InsR/IRS/PI3K/AKT, lo que se traduce en una 
menor hiperinsulinemia y dislipemia diabética. 
8. El tipo de estrategia nutricional empleada, preventiva o terapéutica, determina la 
eficacia del cárnico con CFE añadido sobre la fisiopatología de la DMT2 
avanzada. 
9. En el estadio avanzado de DMT2, el consumo preventivo del cárnico conteniendo 
CFE evitó la progresión de la patología, mostrando una mayor funcionalidad 
pancreática y sensibilidad a la insulina en el hígado, menor dislipemia y 
esteatosis hepática; y menor disbiosis, estrés oxidativo y permeabilidad colónica. 
10. En el estadio avanzado de DMT2, el consumo terapéutico del cárnico con CFE 
revirtió y ralentizó la progresión de la patología al mantener una mayor 
sensibilidad hepática a la insulina, menor disfunción pancreática y esteatosis 
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Conclusión general y futuras aplicaciones 
El consumo elevado de carne y productos cárnicos se ha asociado con el 
incremento de enfermedades crónicas muy prevalentes. Los resultados de esta Tesis 
Doctoral justifican la inclusión de CFE a una matriz cárnica con el objetivo de elaborar 
un cárnico con propiedades antidiabéticas y capacidad para mitigar los aspectos 
negativos asociados al consumo de cárnicos comerciales, especialmente en lo relativo 
a su carácter prooxidante. El consumo del cárnico enriquecido en CFE ejerce un 
efecto antidiabético multidiana, reduciendo la glucemia y la lipemia, protegiendo la 
funcionalidad del páncreas y el hígado, mejorando el estatus antioxidante, la disbiosis 
y la integridad de la barrera colónica; aspectos que sugieren ampliamente que se trata 
de un alimento que mejora funcionalidades y minimiza el riesgo de desarrollar DMT2. 
Dada la relevancia de los resultados encontrados en los modelos experimentales de 
DMT2, preferentemente cuando se consume el cárnico enriquecido en CFE como 
estrategia preventiva, parece importante desarrollar nuevos estudios donde se 
compruebe la reproducibilidad de los resultados, tanto en mujeres como en hombres, 






























 VII. SUMMARY AND CONCLUSIONS 
Type 2 Diabetes Mellitus (T2DM) is a chronic pathology in which lifestyle habit 
modification, particularly those related to diet, continue to be the fundamental pillar of 
treatment. The consumption of natural origin bioactive compounds has proven to be an 
effective nutritional strategy to achieve better glycemic and lipemic control, which 
minimizes the impact of T2DM and its health complications. 
The carob tree (Ceratonia siliqua, L.) is a tree in the Fabaceae family that is 
widespread in the Mediterranean area, whose fruit has shown numerous technological 
and nutritional applications. In fact, there is scientific evidence that links its 
consumption, due to its high content of fiber and proanthocyanidins (PACs), to an 
improvement in the most prevalent chronic-degenerative diseases in developed 
countries, such as T2DM. These improvements are mainly due to its antioxidant, 
anticancer, lipid-lowering, and antidiabetic effects. 
This Doctoral Thesis has been developed with the purpose of understanding the 
effects of consuming a Carob Fruit Extract (CFE) as a food supplement or as a 
functional meat ingredient in different rat models, and identify and characterize the 
molecular mechanisms involved. In order to accomplish this, three experiments have 
been carried out on Wistar rats. The first of them was carried out in young and healthy 
animals to verify the CFE effects on the digestion and absorption of carbohydrates and 
fats; the other two were performed in two T2DM models, corresponding to the initial 
and final stages of the pathology, in which the effects of chronic CFE-enriched meat 
consumption were evaluated. 
The results obtained establish the following conclusions: 
1. CFE can be considered a dietary supplement, as it is a source of fiber and 
PACs. Nuclear magnetic resonance analysis indicates the majority presence 
of prodelphinidins B3 and C2, forming polymeric structures of 3 to 9 units. 
2. In vitro studies indicate that CFE dose-dependently inhibits the activity of α-
glucosidase (maltase activity) and pancreatic lipase, key enzymes in 
carbohydrate and fat digestion. 
3. The acute and subchronic CFE administration to healthy young rats dose-
dependently reduces the areas under the curve of postprandial glycemia and 
lipemia, as a consequence of a) the reduction of carbohydrate and fat 
digestion; b) the entrainment effect of insoluble fiber increasing macronutrient 
fecal excretion; and c) the decrease in gene expression of key transporters 
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4. When CFE is included in systems based on simple or gelled emulsions 
formulated with whey protein isolate, basic in the development of functional 
meats, this ingredient maintains its antioxidant and inhibitory properties of 
pancreatic lipase. 
5. The use of CFE as a functional ingredient included in a meat matrix is an 
appropriate technological strategy that maintains the value of the nutritional 
meat, allows for an increase in the contribution of fiber and PACs, and 
counteracts the pro-oxidant effects attributed to the meat. 
6. The consumption of a diet rich in saturated-fat, including a control meat, 
induces hyperglycemia and hyperinsulinemia, compatible with an early-stage 
of T2DM. Conversely, the inclusion of cholesterol and cholic acid in this diet, in 
combination with a streptozotocin and nicotinamide injection, induces 
hyperglycemia and hypoinsulinemia, due to the destruction of pancreatic β 
cells, similar to late-stage T2DM. 
7. The consumption of CFE-enriched meat in early-stage T2DM as a preventive 
strategy maintains insulin sensitivity in the liver through the 
InsR/IRS/PI3K/AKT signaling pathway, which translates into lower 
hyperinsulinemia and diabetic dyslipidemia. 
8. The type of nutritional strategy used, preventive or therapeutic, determines the 
efficacy of CFE-enriched meat on late-stage T2DM pathophysiology. 
9. In late-stage T2DM, the preventive consumption of CFE-enriched meat 
blocked the progression of the pathology, showing greater pancreatic 
functionality and insulin sensitivity in the liver, less dyslipidemia, and hepatic 
steatosis, as well as less dysbiosis, oxidative stress, and colonic permeability. 
10. In late-stage T2DM, the therapeutic consumption of CFE-enriched meat 
reversed and slowed down the progression of the pathology by maintaining 
greater hepatic sensitivity to insulin, less pancreatic dysfunction and hepatic 
steatosis, and better colonic antioxidant status. 
 
General conclusion and future applications 
A high consumption of meat and meat products has been associated with an 
increase in highly prevalent chronic diseases. The results of this Doctoral Thesis justify 
the inclusion of CFE in a meat matrix in order to elaborate meat with antidiabetic 
properties along with the capacity to mitigate the negative aspects associated with 
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consumption of CFE-enriched meat exerts a multi-target antidiabetic effect, reducing 
glycemia and lipemia, protecting the functionality of the pancreas and liver, and 
improving the antioxidant status, dysbiosis, and the integrity of the colonic barrier. Such 
aspects widely suggest that CFE-enriched meats improve functionalities and minimize 
the risk of developing T2DM. Given the relevance of the results found in the T2DM 
experimental models, preferably when the CFE-enriched meat is consumed as a 
preventive strategy, it proves important to develop new studies in which the 
reproducibility of the results is verified, both in women and in men, with different 
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